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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Hintergrund

Weltweit werden jahrlich um die 1,5 Millionen Herzoperationen, unter Verwendung
eines kardiopulmonalen Bypasses (CPB) zur extrakorporalen Zirkulation,
durchgefuhrt, davon ungefahr 500.000 in Europa und weitere 500.000 in den
Vereinigten Staaten von Amerika (Holsworth et al., 2013). 2014 fanden allein in
Deutschland in 78 Kliniken knapp 84.000 offene Herzoperationen statt (Beckmann
et al., 2015).

Trotz stetigen Weiterentwicklungen in der chirurgischen Technik, des operativen
und anasthesiologischen Managements, des technischen Fortschritts der
extrakorporalen Zirkulation und einer optimierten Antibiotikatherapie zur
perioperativen Prophylaxe, stellen heutzutage die mitunter schwer beherrschbaren
postoperativen Infektionen mit einer Inzidenz von 2 - 50 % eine der

Hauptkomplikationen dar (Michalopoulos et al., 1998).

Chirurgisches Trauma, Ischamie-Reperfusionsschaden, Endotoxamie und der
Blutkontakt zu den Fremdmaterialien des CPB fordern die Aktivierung der
Gerinnungskaskade, des Komplementsystems und der zelluldren Immunantwort
(98). Uber verschiedene Wege kommt es zur Endothelzellenaktivierung,
Neutrophilenrekrutierung, Produktion reaktiver Sauerstoffspezies (reactive oxygen
species, ROS) und Stickoxid, sowie zur Erhdhung proinflammatorischer Zytokine im
zirkulierenden Blut (145).

Das klinische Resultat ist die Entwicklung eines  systemischen
EntzGndungsreaktions-Syndroms (Systemic inflammatory response syndrome,
SIRS) verbunden mit postoperativen Komplikationen, wie Myokarddysfunktion,
akutes Atemnotsyndrom (Acute respiratory distress syndrome, ARDS), akutes
Nierenversagen (Acute kidney injury, AKI), neurologischer Dysfunktionen,
Blutgerinnungsstérungen und letztendlich dem multiplen Organversagen (multiple
organ failure, MOF) welches mit erheblich erhdhten Morbiditats- und
Mortalitatsraten einhergeht (103).
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Einleitung

Welche Faktoren auf molekularbiologischer Ebene, das Auftreten, die Schwere und
das klinische Ergebnis der Entzindungsreaktion beeinflussen und insbesondere die
Grinde, warum bestimmte Patienten lebensbedrohliche perioperative
Komplikationen entwickeln, sind derzeit unzureichend verstanden.

Auf zellularer Ebene konnte in der Literatur mehrfach ein entscheidender Beitrag
der neutrophilen  Granulozyten  (polymorphonuclear  leukocytes,  PMN)
nachgewiesen werden (108). Eine fehlregulierte Apoptose der PMN kann zu
erhdhten Zellzahlen und Uberaktivitaten dieser mit konsekutiver Schadigung des
Organismus fuhren, was vermutlich die Entstehung eines SIRS begunstigt (92,
149).

In Vorarbeiten konnte bereits gezeigt werden, dass die Hemmung des intrinsischen,
mitochondrialen Apoptosesignalweges sich als Resistenz gegenlber des
Breitspektrumkinaseinhibitors Staurosporin (STS) aulert. STS wird als potenter
Apoptoseinduktor  flir zahlreiche Zelltypen eingesetzt. Es konnte ein
Zusammenhang zwischen der STS-Resistenz in PMN von SIRS-Patienten und
erhohten Leveln des antiapoptotischen Proteins myeloid cell leukemia-1 (Mcl-1)
nachgewiesen werden (Paunel-Gorgullu et al., 2009). Weiterhin wurde das Akute-
Phase-Protein a-1-Antitrypsin (AAT) als Mediator der STS-Resistenz in PMN

identifiziert.

Ziel, dieser in Teilen bereits publizierten Arbeit, war die Aufklarung des molekularen
Signalwegs der AAT-vermittelten intrinsischen Apoptose-Resistenz in PMN und
damit einen Beitrag zum besseren Allgemeinverstandnis der molekularen
Pathophysiologie von Entzindungsreaktionen zu leisten. Langfristig konnten diese
Erkenntnisse eine Grundlage fur die ldentifizierung neuer potentieller Targets zur

Limitierung der SIRS- und PMN-vermittelten Organschaden bilden.

1.2 SIRS und Sepsis — berechtigte Kritik?

Nach herzchirurgischen Eingriffen (120) oder schweren Traumata (106) erzeugt der
ausgeloste Gewebeschaden eine starke systemisch wirksame inflammatorische

Antwort, die klinisch mit den SIRS-Kriterien erfasst werden kann.
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Einleitung

Der Begriff und die Definition SIRS gehen zurick auf die Verdffentlichung der
amerikanische Konsenserklarung 1992 und dessen Uberarbeitung 2001 (15, 108).
Zur Diagnosestellung des SIRS mussen mindestens zwei der folgenden Kriterien
vorliegen:
* Korpertemperatur = 38° C oder < 36°C
* Herzfrequenz = 90 Schlage/min (ohne Einsatz von 3-Blockern)
* Atemfrequenz = 20 Zige/min oder pCO2 < 32 mmHg oder maschinelle
Beatmung
 Leukozytenzahl > 12000/mm?® oder < 4000/mm?® oder > 10 % unreife Formen
an neutrophilen Granulozyten

Sepsis wurde als das Vorhandensein eines SIRS in Folge einer Infektion definiert.

/ \
RS Sep5|s Infekt|on

Pilze
Bakterien
Parasiten

5

Trauma
Chirurgie

Andere \

Abbildung 1.1 Venn-Diagramm SIRS — Sepsis - Infektion

Das Venn-Diagramm zeigt, dass sich eine Sepsis aus der Schnittmenge eines SIRS und einer
Infektion ergibt. Die Infektion bezeichnet den Eintritt von Mikroorganismen wie bspw. von Pilzen,
Bakterien und Parasiten und dessen Ansiedelung und Vermehrung. SIRS kann in Folge eines
Traumas, eines chirurgischen Eingriffs oder vieler anderer nichtinfektiéser Zustande (Pankreatitis,
ausgedehnte Verbrennungen) entstehen. Um die Diagnose Sepsis zu stellen, ist der kulturelle
Nachweis der Infektion nicht zwingend erforderlich, es genlgt der klinische Verdacht der Infektion,
bei erflillten SIRS-Kriterien (50).

Die Bedeutung der SIRS-Kriterien wird in letzter Zeit jedoch kontrovers diskutiert.
Da sie eine hohe Sensitivitat und sehr niedrige Spezifitdt aufweisen, bekommt fast
jeder intensivpflichtige chirurgische Patient die Diagnose SIRS gestellt (162).
Neuere Studien zeigten eine Inzidenz fur SIRS von fast 50 % aller stationaren
Patienten wahrend ihres Krankenhausaufenthalts und stellen den prognostischen
Nutzen fur Screenings nach den SIRS-Kriterien zur frihzeitigen Identifizierung einer
Sepsis in Frage (33).

Trotz dieser vermeidlichen Schwachen befurworten viele Autoren die SIRS-Kriterien

als nutzliches Tool zur Dokumentation und Prognoseeinschatzung im Fall einer
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Sepsis bei Krankenhausaufnahme (37). Weiterhin sprechen die Verwendung als
Einschlusskriterien in Gber 100 klinischen Studien allein im Zeitraum zwischen
erster und zweiter Konsenserklarung fur sich (197). Die Unterscheidung zwischen
infektiosem und nicht infektiosem Zustand kann mit den SIRS-Kriterien allein nicht
vollbracht werden. Dies spielt jedoch primar eine untergeordnete Rolle, fur die
zugige klinische Beurteilung ob sich ein Patient in einem kritischen Zustand befindet
oder nicht, zumal die Mortalitdtsraten zwischen der infektiosen Sepsis und dem
nicht-infektiosem SIRS vergleichbar sind (49).

So stehen auch die aktuellsten Empfehlungen der dritten Uberarbeitung von 2016
bereits stark in der Kritik, da in ihr die SIRS-Kriterien in der Sepsisdiagnostik
gestrichen wurden (181). Die SIRS-Kriterien sind klinisch relevante Parameter fur
septische Patienten und sollten ein wichtiger Bestandteil des diagnostischen
Prozesses bleiben, fordert Simpson (Simpson, 2017). Weiterhin ist und bleibt das
SIRS ein wertvoller Begriff fur die Diskussion Uber Patienten mit lebensbedrohlichen

Organfunktionsstorungen infektidser oder nicht infektidser Genese.

1.3 Polymorphkernige neutrophile Granulozyten (PMN)

PMN oder kurz ,Neutrophile® sind mit einem Anteil von 50 — 70 % die am haufigsten
vorkommenden weilRen Blutkorperchen (Leukozyten) im zirkulierenden Blut (126).
Ein reifer PMN hat einen durchschnittlichen Durchmesser von 7 -10 um, der
Zellkern ist segmentiert und im Zytoplasma befinden sich Granula und
sekretorische Vesikel (16). Sie sind als erste Verteidigungslinie des angeborenen
unspezifischen Immunsystem einer der Hauptakteure wahrend einer akuten
Infektion. Am Ort der Entzindung werden Sie typischerweise als erste Leukozyten
rekrutiert und sind in der Lage Pathogene wie Bakterien, Pilze und Protozoen

effektiv zu eliminieren (1, 72, 97).

1.3.1 Herkunft und Reifung

PMN entstammen, wie alle zellularen Blutbestandteile, den hamatopoetischen
Stammzellen des Knochenmarks. Sie werden Kkontinuierlich aus myeloiden
Vorlauferzellen gebildet und als reife, terminal ausdifferenzierte Zellen ins Blut

sezerniert. Wahrend ihrer Reifung durchlaufen sie mehrere Stadien, vom

17



Einleitung

Myeloblasten, Promyelozyten, Myelozyten, Metamyelozyten, Gber den stabkernigen
PMN schlieRlich hin zum polymorphkernigen (segmentierten) PMN (Borregaard,
2010). Dieser Reifungsprozess wird durch den Granulozyten-Kolonie
stimulierenden Faktor (G-CSF) kontrolliert (112), welcher von spezialisierten
Neutrophilen-regulatorischen T-Zellen (Tn) (y® T-Zellen und unkonventionelle a3 T-
Zellen) als Reaktion auf das proinflammatorische Interleukin 17A (IL-17A) gebildet
wird (110). Die Freisetzung von IL-17A erfolgt wiederum unter der Kontrolle von
Interleukin 23 (IL-23), welches aus gewebeansassigen Makrophagen und
dendritischen Zellen (DC) stammt (186).

1.3.2 Lebenszeit

Im Vergleich zu anderen Leukozyten werden PMN als sehr kurzlebig angesehen.
Ihre durchschnittliche Halbwertszeit im zirkulierenden Blut wird mit ca. 5 — 10 h
angegeben (Galli et al.,, 2011). Diese kann bei einer Entziindung oder Infektion
deutlich verlangert werden. Eine 2010 durchgefihrte Studie stellte eine
durchschnittliche Zirkulationslebensdauer von 5,4 Tagen bei aktivierten PMN fest,
was eine Erhdhung der Langlebigkeit um ein Vielfaches bedeutet (Pillay et al.,
2010).

1.3.3 Zellhomoostase und PMN-Zelltod

Taglich kénnen bis zu 2 x 10" humane PMN gebildet werden (16). Um méglichst
konstante Zellzahlen im Blut aufrechtzuerhalten, muss eine homdoostatische
Regulierung erfolgen, bei der die PMN-Produktion der PMN-Elimination entspricht
(186).

Unter physiologischen Bedingungen unterliegt der PMN-Zelltod der spontanen
(konstitutiven) Apoptose, mit anschlieender Eliminierung aus dem Blutkreislauf
Uber Leber, Milz und Knochenmark (60, 82, 174). In gealterten Neutrophilen wurde
diesbezuglich eine erhdhte Expression des CXC-Chemokin-Rezeptors 4 (CXCR4)
beobachtet, mit dem sie zurtck ins Knochenmark gelangen, um dort anschlie3end
eliminiert zu werden (51). Zudem konnte ein negativ regulierender Einfluss auf die
Freisetzung neu entwickelter PMN gezeigt werden (190).

Intravaskular apoptotische Neutrophile, sowohl seneszente als auch aktivierte,
konnen durch Kupffer-Zellen der Leber (im Lebergefalsystem immobilisierte

Makrophagen) oder dendritische Zellen phagozytiert werden (82, 176). Dies wird
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hauptsachlich Uber die bereits erwahnte IL-23 — [L-17A — G-CSF — Zytokin-Achse
reguliert (186)

1.3.4 Granula und sekretorische Vesikel

Damit die PMN ihrer Rolle im Immunsystem gerecht werden kdnnen, werden sie
sequentiell wahrend der granulozytischen Differenzierung im Knochenmark mit drei
Arten von Neutrophilengranula und sekretorischen Vesikeln ausgestattet (Galli et
al., 2011). Basierend auf dem Vorhandensein charakteristischer Granulaproteine
werden sie in primare (azurophile oder peroxidase-positive) Granula mit
Myeloperoxidase (MPO), sekundare (spezifische oder peroxidase-negative)
Granula mit Lactoferrin und tertidare Gelatinase-Granula unterteilt (Borregaard,
2010). Zusatzlich zu diesem wichtigen Reservoir an antimikrobiellen Proteinen,
Proteasen und Komponenten der respiratorischen Burst-Oxidase, bekommen sie
auch eine Vielzahl an membrangebundenen Rezeptoren fir endotheliale
Adhasionsmolekule, extrazellulare Matrixproteine, bakterielle Produkte und I6sliche

Mediatoren der Entzindung (Faurschou et al., 2003).

1.3.5 Totungsmechanismen

Ausgestattet mit dem notigen ,Werkzeug“ zur Abwehr von Pathogenen stehen dem
PMN verschiedene intra- als auch extrazellulare Totungsmechanismen zur
Verfugung.

Eine intrazellulare Moglichkeit ist die Phagozytose des Erregers mit anschlie3ender
Entleerung der eben beschriebenen Granula ins Phagosom. In Diesem
eingekapselt werden die Mikroorganismen unter Verwendung von NADPH-
Oxygenase-abhangigen Mechanismen, wie der Freisetzung von ROS oder durch
Freisetzung antibakterieller Proteine wie Cathepsine, Defensine, Lactoferrin und
Lysozym, getdtet (210).

Eine der extrazellularen Varianten ist die Degranulation, bei der die
Neutrophilengranula in das extrazellulare Milieu freigesetzt werden und dort auf die
Pathogene wirken (Kolaczkowska et al., 2013).

Eine weitere, noch nicht so lang bekannte, extrazellular wirkende Methode ist die
Freisetzung neutrophiler extrazellularer Fallen (neutrophil extracellular traps, NETSs).
NETs bestehen aus dekondensiertem Chromatin, an das Histone, Proteine (z. B.

Lactoferrin, Cathepsine) und Enzyme (z. B. MPO, neutrophile Elastase) welche aus

19



Einleitung

Neutrophilengranula freigesetzt werden, angehangt sind (20). Sie werden aus dem
aktivierten PMN geschleudert, was zur Immobilisierung oder direkten Toétung einer

Vielzahl von Mikroben, einschlieRlich Bakterien, Pilzen und Parasiten fihrt (146).
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Abbildung 1.2 Schematische Darstellung der PMN-T6tungsmechanismen

Dem PMN stehen zur Abwehr von Pathogenen drei Mdglichkeiten zur Verfugung.

Links: Die Phagozytose ist eine Form der rezeptorvermittelten Endozytose mit intrazellularem
Abbau. Der PMN internalisiert durch Bildung eines Phagosoms den Mikroorganismus. Durch
anschlieBende Verschmelzung der Neutrophilengranula (vorwiegend azurophile und spezifische),
wird der Mikrobe im entstandenen Phagolysosom getétet und verdaut (nicht dargestelit).

Mitte: Werden die Neutrophilengranula (vorwiegend spezifische und Gelantinase-Granula) nach
extrazellulér abgegeben, spricht man von Degranulation.

Rechts: NETs neutrophil extracellular traps (neutrophile extrazellulare Fallen) bezeichnet das
Ausschleudern von dekondensiertem Chromatin, an das Histone, Proteine (z. B. Lactoferrin,
Cathepsine) und Enzyme (z. B. MPO, neutrophile Elastase) aus den neutrophilen Granula
angehangt sind und den Mikroben extrazellular immobilisieren oder direkt toten.

Modifiziert nach Kolaczkowska et al. (Kolaczkowska et al., 2013).

1.4 Die Rolle und der Weg der PMN im Entziindungsprozess

Die Rolle der PMN im Entzindungsprozess begann sich Anfang der 90er stark zu
wandeln. In zahlreichen Publikationen wurden die aktvierten PMN als fundamentale
Teilnehmer der akuten Entzindungsreaktion beschrieben, die in der Lage sind,
diese zu verandern und die Immunantwort zu modulieren (Dubravec et al., 1990).
Die neue erweiterte Sicht auf die PMN-Biologie umfasste die Erkenntnis, dass sie
eine Vielzahl proinflammatorischer Zytokine synthetisieren und freisetzen kénnen
(34, 47, 119). Sie exprimieren den Major Histocompatibility Complex (MHC)-Klasse-
| sowie den MHC-Klasse-Il und sind damit als Antigenprasentierende Zellen (APC)

direkt an der Immunantwort beteiligt (69). Sobald der PMN ins Gewebe rekrutiert,
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kann er komplex bidirektional mit Makrophagen, mesenchymalen Stammzellen,
dendritischen Zellen, naturlichen Killerzellen und B- und T-Lymphozyten
interagieren (Mantovani et al., 2011). PMN sind somit zu Schlisselkomponenten
der Effektor- und Regulationskreise des angeborenen und des adaptiven

Immunsystems geworden (138).

Damit der PMN seinen intravasalen Patrouillengang beenden und an den Ort der
Entzindung migrieren kann, bedarf es seiner Aktivierung im Rahmen der
mehrstufigen Leukozyten-Rekrutierungskaskade, bestehend aus folgenden
Schritten: Anbinden oder Einfangen (tethering), Rollen (rolling), Adharenz, Kriechen
(crawling) und schliellich der para- oder transzellularen Transmigration (159). Ort

der Extravasation sind meist postkapillare Venolen (16).

P-Selectin - PSGL-1 ICAM-1, ICAM-2 - LFA-1, MAC-1

- PSGL-1, ESL-1, CD44 -VLA-4

- L-Selectin Chemokine - PECAM1

-LFA-1, VLA-4, MAC-1
‘ICAM-1 - LFA-1 (PSGL1-induziert)
- PSGL1, ESL1, CD44
‘ICAM-1 - LFA-1 ICAM-1 - MAC-1
Aktivierung -VLAA
Einfangen/ - B,
Anbinden Adhérenz Transmigration
. para- trans-
Rollen langsames Arrest Crawlmg

( OI OI OI OI O\__‘OI OI O)( OI O)

| A ST

Endothelzellen Basalmembran PMN

Schlisselmolekiile am Endothel
mmm Schliusselmolekile am PMN

Abbildung 1.3 Schematische Darstellung der Leukozyten-Rekrutierungskaskade und der
beteiligten endothelialen und neutrophilen Schliisselmolekiile

Zunachst wird der zirkulierende PMN ,eingefangen® und rollt auf dem Endothel, was durch die
Interaktionen von Selectinen und deren Liganden vermittelt wird. Vor Integrin-vermitteltem Arrest und
Adharenz, erfolgt die durch Chemokine vermittelte Aktivierung. AnschlieBend beginnt der PMN mit
dem Crawling (Kriechen) entlang des GefaRendothels zur geeigneten Stelle fir die para- oder
transzelluldre Transmigration. Die an jedem Schritt beteiligten endothelialen und leukozytéaren
Schlisselmolekiile sind unterschiedlich farbig in den Boxen dargestellt. Modifiziert nach Ley et al.
(Ley et al., 2007).

ICAM-1, intercellular adhesion molecule 1; JAM, junctional adhesion molecule; LFA-1, lymphocyte
function-associated antigen 1 (a_B.-Integrin); MAC-1, macrophage antigen 1; PSGL-1, P-Selectin
glycoprotein ligand 1; PECAM-1, platelet endothelial-cell adhesion molecule 1; VCAM-1, vascular
cell-adhesion molecule 1; VE-Cadherin, vascular endothelial cadherin; VLA-4, very late antigen 4
(a4B4-Integrin).
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1.4.1 Tethering und Rolling

Die PMN-Rekrutierung wird initiert durch Oberflachenveranderungen des
Endothels, die durch Freisetzung proinflammatorischer Mediatoren einschlieRlich
Histamin, Cysteinyl-Leukotriene und Zytokine wie IL-13 und Tumornekrosefaktor-a
(TNF-a) aus gewebeansassigen Sentinel-Leukozyten induziert wird (171). Diese
werden wiederum durch verschiedene Stimuli, insbesondere pathogen-associated
molecular patterns (PAMPs) und damage-associated molecular patterns (DAMPs)
aktiviert (209). Endothelzellen kdnnen auch direkt durch einen pattern-recognition-
receptor (PRR) -vermittelten Nachweis von Pathogenen aktiviert werden.

Infolge der Endothelzellenaktivierung wird die Expression von Adhasionsmolekdlen
wie P-Selectin (platelet; Thrombozyten-Selectin) und E-Selectin (Endothel-Selectin),
sowie von Mitgliedern der cell adhesion molecules (CAMs), wie der intercellular
adhesion molecules (ICAMs) und vascular cell adhesion molecules (VCAMS)
erhoht.

Binnen Minuten wird in vorab ruhenden Endothelzellen gespeichertes P-Selectin
aus Weibel-Palade-Korperchen und innerhalb von 90 Minuten de novo
synthetisiertes E—Selectin in die apikale Zellmembran transloziert (159). Beide
Selectine haben teilweise Uberlappende Funktionen und maximieren die
Rekrutierung von PMN. An der Endotheloberflache angekommen, binden sie
transient an ihre glykosylierten Liganden, einschliel3lich P-Selectin-Glykoprotein-
Ligand-1 (PSGL-1), E-Selectin-Ligand-1 (ESL-1) und cluster of differentiation-44
(CD)-44 (Zarbock et al.,, 2011). PSGL-1 und Lymphozyten-Selectin (L-Selectin)
werden konstitutiv an den Spitzen der PMN-Mikrovilli exprimiert (22, 24).

Obwohl die Hauptaufgabe von L-Selectin darin besteht, Lymphozyten in
Lymphknoten zu rekrutieren (5), kann die L-Selectin-Expression zirkulierender
PMN, deren sekundare Bindung an einen bereits rollenden PMN erleichtern (9),
oder sie kann zu nachgeschalteten Signalvorgangen beitragen, die das Anbinden
oder Transmigrieren ermoglichen (218).

Die Bindung von PSGL-1 an P-Selectin und E-Selectin fihrt zum Anbinden bzw.
Einfangen freifliellender PMN. E-Selectin und ESL-1 vermitteln das nachfolgende
Rollen, wahrend die E-Selectin-Bindung an CD44 eine Umverteilung von PSGL-1
und L-Selectin die Bildung von Clustern vermitteln, einhergehend mit der Reduktion
der Rollgeschwindigkeit (78).
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Die Starke der transienten Selectin-vermittelten Bindungen hangt vom Maf der
Scherspannung im Gefal® ab, die durch den laminaren Blutfluss erzeugt wird (109).
Tatsachlich 16sen sich die rollenden Zellen, wenn der Fluss stoppt bzw. werden
adharenter bei zunehmender Scherspannung. Dies erklart sich aus dem
Bindungsverhalten der Selectine (122) und den Transportphanomenen der Selectin-
Liganden-Selectin-Verbindungen, die durch die Rollbewegung der Zelle
hervorgerufen werden und die Dissoziation der P-Selektin-PSGL-1-Bindungen an
der Zellrickseite mit der Bildung neuer Bindungen an der Vorderseite ausgleichen
(214).

1.4.2 Aktivierung und Adharenz

Die Aktivierung der PMN wird durch die immer langsamer werdende Rollbewegung
und dem damit verbundenen engen Kontakt zum Endothel begunstigt. Der
vollstandigen Aktivierung geht das Priming der PMN voraus und bedingt, dass die
Neutrophilenaktivierung ein zweistufiger Prozess ist (190). Dem spezifischen
Priming durch proinflammatorische Zytokine, wie TNF-a und IL-13 oder durch
Kontakt mit aktivierten Endothelzellen, folgt die Exposition gegenuber PAMPs wie
Endotoxin, Chemoattraktanten oder Wachstumsfaktoren einschlief3lich IL-8 und
Ganulozyten Makrophagen-Kolonie stimulierender Faktor (GM-CSF) (Summers et
al., 2010). Priming ist Voraussetzung fur eine maximale Neutrophilen-Degranulation
und Aktivierung der NADPH-Oxidase (73)

Durch G-Protein-gekoppelte Chemokinrezeptor-Aktivierung auf den PMN kommt es
zu einer Konformationanderung von oberflachlichen Integrin-Adhasionsmolekulen
mit anschlieRender Affinitatsteigerung fur ihre Liganden. Neutrophile exprimieren
konstitutiv hohe Konzentrationen der (2-Integrine lymphocyte function-associated
antigen 1 (LFA-1) (= a2, CD11a/CD18) und macrophage-1 antigen (MAC-1) (=
auB2, CD11b/CD18), die nach der Konformationsdnderung an ihre endothelialen
Liganden wie ICAM-1 und ICAM-2 binden (156). Fur den Arrest der PMN und die
feste Adharenz am Endothel ist die Bindung von LFA-1 an ICAM-1 essentiell (105).

1.4.3 Crawling und Transmigration

Crawling ist die Bezeichnung fur das PMN-Kriechen entlang des Endothels zum Ort
der Transmigration. Entscheidend fur das intravaskulare Kriechen von PMN ist die
Interaktion von ICAM-1 und MAC-1 (156). Im Vorfeld fuhren einige der anhaftenden
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PMN ein durch Pseudopodien-Extension-vermitteltes "Sondierungsverhalten"

durch, wobei sie aktiv die Umgebung abzutasten scheinen (97).

Die Transmigration kann parazellular (zwischen Endothelzellen) oder transzellular
(durch eine Endothelzelle) erfolgen, wobei beide Wege wahrscheinlich koexistieren.
Die vorherrschende Meinung ist, dass PMN bevorzugt zu trizellularen Ecken des
Endothels kriechen und diese parazellular passieren (23). An diesen Zellkontakten
ist die Ausrichtung der Endothelzellen weniger gut organisiert (189) und es sind
weniger junktionale Proteine vorhanden (211). Scherspannung hingegen
veranlasst, PMN zum gerichteten Kriechen senkrecht zum Blutfluss (157), und die
Endothelzellarchitektur zur Verlangerung in Flussrichtung (43), womit der
transzellulare Weg unter diesen Bedingungen die kilirzere Alternative darstellt.

Die Transmigration erfordert Integrine und CAMs (ICAM-1, ICAM-2 und VCAM-1)
sowie verschiedene Verbindungsproteine, einschliellich des platelet endothelial cell
adhesion molecule-1 (PECAM-1) und des junctional adhesion molecule (JAM)
(212).

Fir den parazellularen Prozess mussen Endothelzellverbindungen gedffnet werden.
Dies wird durch die Dissoziation von vascular endothelial cadherin (VE-Cadherin),
einer junktionalen interzelluldaren Proteinbindung, welche in Kontaktstellen
aneinandergrenzender Endothelzellen vorkommt, initiiert (Broermann et al., 2011).
Zum transzellularen Prozess tragen eine hohe Dichte der ICAM-1 sowie die distal
agierende endotheliale Guanosintriphosphatase RhoG bei (199, 215). Als Reaktion
auf die bereits erwahnte Adharenz durch PMN-Bindung an das endotheliale ICAM-
1, wirft das Endothel dynamische Membranvorspringe auf und bildet eine Art

Becher, der die adharenten Neutrophilen teilweise kuppelartig umgibt (158, 199).

Um zum Ort der Entzindung =zu migrieren, stellt die kontinuierliche
Endothelbasalmembran, bestehend aus  extrazellularen Matrixproteinen
einschlieBlich Kollagenen und Lamininen, eine weitere Hurde dar. Aus diesem
Grund nutzen vermutlich PMN bevorzugt Regionen in der Basalmembran die
geringere Mengen an extrazellularen Matrixproteinen wie Kollagen IV, Laminin 10
und Nidogen 2 exprimieren (<60%) (203). Daruber hinaus sind diese Bereiche mit
Licken zwischen den Perizyten assoziiert (164). Perizyten befinden sich zwischen

den Endothelzellen mikrovaskularer Gefalle und dem interstitiellen Gewebe und
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stabilisieren mit ihren Fortsatzen das Gefald von au3en. Sie kdnnen als Wegweiser
fur transmigrierte PMN dienen, da sie fahig sind DAMPs zu erkennen, sowie unter
inflammatorischen Bedingungen vermehrt Adhasionsmolekile wie ICAM-1 zu
exprimieren und Chemokine wie macrophage migration inhibitory factor (MIF) zu
sekretieren (Stark et al., 2012).

Im extravaskularen Gewebe angekommen, wandern die PMN der Chemotaxis
folgend entlang von Kapillaren und Arteriolen zum Ort der Entzindung, wo sie
schlieBlich ihre Effektorfunktionen erfullen (77) (siehe 1.3.5).

1.5 Apoptosesignalwege in PMN

Der als Apoptose bezeichnete programmierte Zelltod ist ein genetisch regulierter
zellularer Selbstmordmechanismus, der essentiell fur die Aufrechterhaltung der

Gewebehomoostase in vielzelligen Organismen ist (193).

Die Apoptose kann Uber zwei Signalwege eingeleitet werden: Uber einen
extrinsischen Weg, durch Liganden-Bindung an einen auf der Zellmembran
sitzenden Todesrezeptor, und Uuber einen intrinsischen Signalweg, durch
mitochondriale Freisetzung von Cytochrom ¢ und anderer proapoptotischer Proteine
(70). Beide Wege fuhren zur Aktivierung von spezifischen Proteasen, den
Caspasen (Cystein-Aspartat-spezifische Proteasen). Caspasen vermitteln als
Bestandteil einer Enzymkaskade durch hochspezifische proteolytische Aktivitat in
der sterbenden Zelle, die Spaltung intrazellularer Proteine und durch Aktivierung
weiterer Enzyme wie der Nuklease, die Spaltung der genomischen DNA, was
letztendlich zur typischen strukturellen Veranderung der Zelle fuhrt und den

apoptotischen Phanotyp manifestiert (99, 116, 139).

1.5.1 Der extrinsische Signalweg

Die Todesrezeptoren des extrinsischen Apoptosesignalwegs gehdren zur TNF /
Nervenwachstumsfaktor (nerve growth factor, NGF) -Rezeptor-Superfamilie (7). Mit
ihrer Todesdomane (death domain, DD), einer homologen zytoplasmatischen

Sequenz, koénnen sie nach Liganden-Bindung (z.B Fas-Ligand, FasL) die
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apoptotische Maschinerie in Gang setzen (136). PMN exprimieren eine Vielzahl an
Todesrezeptoren, bspw. Tumornekrosefaktor-Rezeptor 1 (TNFR1; auch p55TNF-
Rezeptor oder CD120a), und CD95-Rezeptor (auch Apo-1 oder Fas-Rezeptor,
FasR), die wohl zu den am besten charakterisierten Todesrezeptoren gehdren (29,
135, 177). Ein weiterer ist der tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing
ligand (TRAIL)-Rezeptor, um nur ein paar Vertreter zu nennen (113, 167).

Nach Ligation resultiert die Trimerisierung der Todesrezeptoren mit anschlieRender
Rekrutierung und Oligomerisierung von Adapterproteinen und Procaspasen. Das
Adaptorprotein Fas-associated death domain (FADD) wird direkt fur ligiertes Fas
(und indirekt fur ligiertes TNFR1) rekrutiert (70). FADD besitzt eine Todesdomane
mit der es an die intrazellulare Todesdomane von Fas bindet und eine
Todeseffektordomane (death effector domain, DED) Uber die es an die DED der
Procaspase-8 bindet (Siegel et al.,, 2000). Der so entstandene death-inducing
signaling complex (DISC) fuhrt Uber autokatalytische Aktivierung von Procaspase-8
zur aktiven Initiator-Caspase-8, die ihrerseits die Caspasenkaskade mit weiteren

Effektorcaspasen, wie Caspasen -3, -6 und -7 aktiviert (172).

1.5.2 Der intrinsische Signalweg

Der intrinsische Apoptosesignalweg wird durch verschiedene Arten von zellularem
Stress ausgeldst (70). Dazu gehdéren DNA-Schadigungen, falsch gefaltete Proteine,
Entzug von Wachstumsfaktoren oder Zellschadigungen in Folge von Hypoxie oder
Bestrahlung (74).

Die Regulation des Signalwegs unterliegt Proteinen der B-cell lymphoma-2 (Bcl-2)-
Familie, welche entweder anti- oder proapoptotische Funktionen erfullen (Zaman et
al., 2014). Die Mitglieder unterscheiden sich durch Anwesenheit von bis zu vier
verschiedenen Bcl-2 homology domains (Bcl-2 Homologie Domanen, BH), welche
als BH 1-4 bezeichnet werden (100). Vereinfacht kann man sagen, dass die Bcl-2-
Mitglieder die alle vier Domanen enthalten, wie das der Proteinfamilie gleichnamige
Bcl-2, sowie Bcl-extra large (Bcl-xL) und Mcl-1 antiapoptotisch sind, wahrend
diejenigen, die weniger BH-Domanen enthalten, proapoptotisch sind (216).

Die antiapoptotischen Bcl-2-Proteine inhibieren die Apoptose, durch Hemmung
proapoptotischer Bcl-2-Proteine, wie bspw. Bax und Bak. BH3-only Proteine (Bid,
Bad, Bik, Bim, Noxa und Puma), welche durch verschiedene Zelltodsignale

entweder transkriptionell oder posttranskriptional aktiviert werden, inhibieren
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wiederum die antiapoptotischen Bcl-2-Proteine (Lomonosova et al., 2009). In Folge
dessen kommt es zur Bax- und Bak-Oligomerisierung, was zur Permeabilisierung
der mitochondrialen  Aullenmembran  (mitochondrial ~ outer = membrane
permeabilization, MOMP) und zur Freisetzung proapoptotischer Faktoren wie
second mitochondria-derived activator of caspases (Smac, auch DIABLO genannt)
und Cytochrom c aus dem Intermembranraum fuhrt (30, 205). Im Zytosol bildet
Cytochrom ¢ mit apoptotic  protease-activating factor 1  (Apaf-1),
Desoxyadenosintriphosphat (dATP) und der Initiator Procaspase-9 einen Komplex,
auch bekannt als Apoptosom, aus. Dieses wandelt Procaspase-9 in aktive
Caspase-9 um, welche ihrerseits (analog der Caspase-8) die Effektorcaspase-3
aktiviert (111). Gleichzeitig hemmt Smac/DIABLO die inhibitor of apoptosis proteins
(IAP) und verhindert somit, im Sinne einer Caspasen-Disinhibition, dass sie die

Prozessierung und Aktivierung von Procaspase-9 inhibieren (42, 201).

1.5.3 Signalverstarkung durch Kommunikation beider Signalwege

In einigen Zelltypen, zu denen auch die PMN gehdren, kann der extrinsische
Signalweg auch mit dem intrinsischen Signalweg kommunizieren und so eine
Signalverstarkung bewirken. Dazu spaltet Caspase-8 das zytosolische BH3-only
Protein BH3-interacting death domain agonist (Bid) zu trunkiertem Bid (truncated
Bid, tBid), dass anschlieRend zu den Mitochondrien transloziert, die MOMP mit
Freisetzung proapoptotischer Faktoren aktiviert und Uber Caspase-9 die
Caspasenkaskade initiiert (217). In Abb. 4 ist vereinfacht der extrinsische und

intrinsische Apoptosesignalweg und deren Kommunikation tUber Bid dargestellt.
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Abbildung 1.4 Schematische Darstellung des extrinsischen und intrinsischen Apoptose-
Signalwegs

Der intrinsische Weg wird durch zellularen Stress aktiviert, wodurch die BH3-only Proteine (Bik, Bim,
Bad, Noxa, Puma) die antiapoptotische Bcl-2-Proteine (Bcl-2, Mcl-1, Bcl-xL) inhibieren. Dies induziert
die Bax/Bak-Oligomerisierung und Permeabilisierung der aufleren Mitochondrienmembran mit
anschlielender Freisetzung von Cytochrom ¢ und Smac/DIABLO. Cytochrom c, Apaf-1, dATP und
Procaspase-9 bilden das Apoptosom, was zur Aktivierung von Caspase-9 flhrt. Caspase-9 aktiviert
die Effektorcaspasen (Caspase-3, -6 und -7) und induziert den Zelltod.

Der extrinsische Weg wird durch Ligation des Todesliganden an den Todesrezeptor aktiviert,
wodurch der death-inducing signaling complex (DISC) gebildet wird, der zur autokatalytischen
Aktivierung der Procaspase-8 zur aktiven Caspase-8 fiihrt, die ihrerseits die Effektorcaspasen
(Caspase-3, -6 und -7) aktiviert.

Die Kommunikation beider Wege erfolgt durch Caspase-8-vermittelte Spaltung von Bid zu tBid, was
die Bax/Bak-Oligomerisierung aktiviert und so Gber den mitochondrialen Weg zur Apoptoseinduktion
fuhrt.

1.5.4 Die spontane PMN-Apoptose und deren pathophysiologische
Bedeutung

Die spontane (konstitutive) Apoptose der PMN unterliegt vermutlich in erster Linie
dem intrinsischen mitochondrialen Signalweg und kann durch eine Vielzahl von
Entzindungsmediatoren einschlieBlich GM-CSF, TNF-a und bakterieller Produkte
wie Lipopolysaccharide (LPS) moduliert bzw. hinausgezogert werden (2). Obwohl
auch der extrinsische Signalweg in PMN nachweisbar ist, wird die Annahme der

primar intrinsischen spontanen Apoptose durch Beobachtungen in Mausen mit
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dysfunktionalem FasR/FasL, bei denen die spontane Apoptoserate der PMN nicht
beeintrachtigt ist, gestutzt (55). Des Weiteren bewiesen Watson und Kollegen bei
inflammatorisch aktivierten PMN eine Resistenz gegenuber proapoptotischer

Signale, die aus der Fas-Ligation resultierten (204).

Als Ausloser der spontanen Apoptose in reifen PMN gelten, die durch NADPH-
Oxidase generierten ROS, granulare Proteasen und Veranderungen im
Gleichgewicht von pro- und antiapoptotischen Bcl-2-Proteinen (Geering et al.,
2011). Dabei scheint die Konzentrationsabnahme des antiapoptotischen Proteins
Mcl-1 eine entscheidende Rolle zu spielen (Moulding et al., 2001). Wahrend die
proapoptotischen Proteine (Bad, Bax, Bak, Bik) lange Halbwertszeiten haben,
extrem stabil sind und trotz Anderungen der messenger Ribonukleinsdure (mRNA)-
Spiegel fur diese Genprodukte sehr konstante Proteinspiegel aufweisen, sind Mcl-1-
Proteine einem schnellen Umsatz unterworfen und deren Transkripte sehr instabil
(132). Es ist allgemein anerkannt, dass die Mcl-1-Proteinspiegel mit dem PMN-
Uberleben korrelieren und dass unter Zytokineinfluss die Genexpression induziert

werden kann (133).

Die Bedeutung einer strengen Regulation der Apoptose in PMN wird besonders
unter pathologischen Bedingungen deutlich. So zeigten zahlreiche Publikationen
das die Neutropenie, in Folge eines beschleunigten PMN-Todes, bspw. nach
Chemotherapie, Knochenmarktransplantation oder kongenital haufig mit
bakteriellen und Pilzinfektionen vergesellschaftet ist (18, 38, 128).

Ebenso ungunstig kann sich die Neutrophilie prasentieren, in Folge eines
verzogerten PMN-Todes. Es resultieren verlangerte PMN-Lebenszeiten und
verstarkte Akkumulationen am Entzindungsort durch Hemmung der Apoptose. Dies
stellt in erster Linie einen physiologischen Prozess dar, um Pathogene zu
bekdmpfen und Gewebeschaden zu beheben. Kommt es allerdings zur
Hyperinflammation des Immunsystems verbunden mit einer verzogerten PMN-
Apoptose kann eine Ubermallige Freisetzung toxischer Metaboliten zu
Gewebeverletzungen mit nachfolgenden Organfunktionsstorungen fuhren (13, 179).
Neutrophilie ist haufig mit Infektions- und Autoimmunkrankheiten assoziiert, so

konnte ein Zusammenhang zwischen verzogerter PMN-Apoptose und
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verschiedenen entzindlichen Erkrankungen, wie Pankreatitis, ARDS, Sepsis und
Rheumatoider Arthritis gezeigt werden (53, 65, 124, 143).

Die PMN-Apoptose und vor allem die korrekte Regulation dieser sind essentiell fur
die Zellhomobostase und gewahrleisten unter physiologischen Bedingungen eine

effiziente Beseitigung von Pathogenen und ein Abklingen von Entziindungen (184).

1.6 Kinasesignalkaskaden — Der Weg zur PMN-Apoptose und ihr

regulatorischer Einfluss

Entzindliche Signale werden durch Bindung von Adaptormolekilen an die PRRs,
Proteinkinasen und Phosphatasen in die Zelle transduziert und tber verschiedene
Signalkaskaden im Zytoplasma gesteuert, mit dem Ergebnis einer zlgigen
posttranskriptionalen oder posttranslationalen Modulation einer Vielzahl
proinflammatorischer  Mediatoren  oder der  Aktivierung  verschiedener

Transkriptionsfaktoren (137).

Bereits 1996 lieferten Wei und Kollegen den Beweis dafur, dass Tyrosinkinasen
(am Bsp. Lyn) eine SchlUsselrolle bei der Hemmung der PMN-Apoptose spielen
(206). Tyrosinkinasen sind Enzyme, die ihre Target-Proteine an der Aminosaure
Tyrosin reversibel phosphorylieren. Im Rahmen des Humangenomprojekts zur
Sequenzierung des menschlichen Genoms wurden rund 90 Tyrosinkinasen
identifiziert, davon sind 58 Rezeptor-Tyrosinkinasen, welche als
Transmembranrezeptoren zur Autophosphorylierung fahig sind (170). Durch
Aktivierung der Tyrosinkinase wird eine Phosphorylierungskaskade in Gang
gesetzt, die die Aktivierung des Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K)/Akt (auch
Proteinkinase B) — Signalwegs sowie des mitogen-aktivierten Proteinkinase (MAPK)
- Signalwegs auslost (26, 27).

Bei dem MAPK-Signalweg handelt es sich um einen mehrstufigen
Signaltransduktionsweg der drei hintereinander geschaltete Kinasen aktiviert: die
MAP-Kinase-Kinase-Kinase (MAP3K), die MAP-Kinase-Kinase (MAP2K, auch
MEK) und als letztes die MAP-Kinase (MAPK) (Kyriakis et al.,, 2012). Sie
phosphorylieren ihre Targetproteine an spezifischen Serin-, Threonin- oder Tyrosin-
Resten. Dabei wird die Serin/Threonin-selektive MAPK Uber gleichzeitige Tyrosin-
und Threonin-Phosphorylierung durch die MAP2K aktiviert (101). Die MAP-Kinasen
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werden in vier Gruppen unterteilt: die extrazellular regulierten Kinasen (Erk)-1/2, die
C-Jun N-terminalen Kinasen (JNK1/2/3), die p38 Proteine (p38a/f/y/d) und Erk5
(27).

Wird der PI3K/Akt-Signalweg aktiviert, wandelt die aktive PI3K das
Plasmamembranlipid Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphat (PIP2) zu
Phosphatidylinositol-3,4,5-Trisphosphat (PIP3) um (26). AnschlieBend kann die
Serin/Threonin-Kinase Akt an PIP3 binden und durch phosphoinositide-dependent
kinase 1 (PDK1) phosphoryliert und damit aktiviert werden (104).

Sowohl der MAPK-Signalweg, insbesondere die Erk1/2-Kaskade, als auch der
PI3K/Akt-Signalweg sind an der Regulation der PMN-Apoptose, durch Modulation
der Expression von Mitgliedern der Bcl-2-Familie, beteiligt (6, 52). Beide
Signalwege kdnnen durch Zytokine, wie GM-CSF aktiviert werden und die Apoptose
der PMN verzdgern (40, 52, 95). Dies erfolgt uber eine GM-CSF-vermittelte
Stabilisierung des antiapoptotischen Proteins Mcl-1 und einem damit verbundenen
Konzentrationsanstieg des Proteins (40). AuRerdem kann GM-CSF-vermitteltes
aktiviertes Akt die proapoptotischen Proteine der Bcl-2-Familie inhibieren, indem es
Bad und Bax phosphoryliert und somit deren Fahigkeit zur Heterodimerisierung mit

den antiapoptotischen Proteinen Mcl-1 und Bcl-xL férdert (63, 95).

Einen weiteren Einfluss auf die Verzdégerung des neutrophilen Zelltodes durch
stabile  Mcl-1-Spiegel hat die inhibitorische = Phosphorylierung  der
Glykogensynthase-Kinase 3 (GSK-3), in Folge wachstumsfaktorenabhangiger
PI3K/Akt-Aktivierung (39, 220).

Durch Wachstumsfaktoren-Entzug (IL-3) oder durch PI3K-Hemmung kann die
aktive GSK-3 das Mcl-1 am Serin-159 phosphorylieren, was zur erhohten
Polyubiquitinylierung und zur proteasomalen Degradierung von Mcl-1 fuhrt (125).
Die Ergebnisse sind ein abnehmender Mcl-1-Proteinspiegel verbunden mit einer
beschleunigten Apoptose. Ebenso fuhrt die bei oxidativer Stress induzierte JNK-
abhangige Phosphorylierung von Mcl-1 an Serin-121 und Threonin-163 zu dessen

Inaktivierung und zur Erhéhung der PMN-Apoptoserate (87).

Grol3e Unstimmigkeit herrscht in der Literatur Gber einen pro- oder doch eher

antiapoptotischen Effekt der MAP-Kinase p38. So publizieren einige Autoren, dass
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p38 direkt die Caspase-8 und Caspase-3 inhibitorisch phosphorylieren kann und
damit ein antiapoptotisches Potential besitzt (Alvarado-Kristensson et al., 2004).
Nach dieser Auffassung fuhrt eine Hemmung des p38-MAPK-Signalwegs zu einer
verstarkten spontanen PMN-Apoptose (76, 107).

Andere Studien belegen wiederum ein proapoptotisches Potential der
phosphorylierten und aktivierten MAPK p38 (4, 58, 64). Nach Derouet und Kollegen
scheint diese p38-Aktivitat mit der Mcl-1-Umsatzrate zu korrelieren. Somit kann die
Aktivierung des p38-MAPK-Signalwegs den Mcl-1-Umsatz steigern und die PMN-
Apoptose beschleunigen (41).

1.7 Die Akute-Phase-Reaktion und a-1-Antitrypsin (AAT)

Mikrobielle Invasion, Gewebeschadigung, immunologische Reaktionen und
Entzindungsprozesse induzieren eine Konstellation von Wirtsantworten, die
kollektiv als die Akute-Phase-Reaktion bezeichnet wird (45). Sie kann sowohl lokal
als auch systemisch ausgelost werden und ist durch Veranderungen der
metabolischen, endokrinologischen, neurologischen und immunologischen
Funktionen gekennzeichnet (165). Die Reaktionen des Kdrpers beinhalten vor allem

Fieber, Leukozytose und die Produktion von Akute-Phase-Proteinen.

Immunkompetente Zellen, wie Endothelzellen, Fibroblasten, Makrophagen,
Lymphozyten und PMN sezernieren Zytokine, unter anderem IL-183, IL-6, TNF-q,
transforming growth factor- (TGF-), Interferon-y, epidermal growth factor (EGF)
und leukocyte inhibitory factor (LIF), die GUber die Blutbahn zur Leber gelangen und
zusammen mit Cortisol die Produktion von Uber 30 verschiedenen Akute-Phase-
Proteinen induzieren (10, 61). Die Akute-Phase-Proteine wurden definiert als
Proteine, deren Plasmakonzentrationen im Rahmen einer Entzindung um
mindestens 25 Prozent ansteigen (positive Akute-Phase-Proteine) oder abnehmen
(negative Akute-Phase-Proteine) und gelten damit als wichtige diagnostische
Marker in der labormedizinischen Entzindungsdiagnostik (130). Ein wichtiger
Vertreter ist das C-reaktive Protein (CRP), aber auch AAT gewinnt zunehmend an

Bedeutung vor allem in der Labordiagnostik der AAT-Mangel-Erkrankung (144).
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AAT gehort zur Serpin-Superfamilie und ist der haufigste zirkulierende
Serinproteaseinhibitor im menschlichen Plasma (90). Die vorwiegende Synthese
erfolgt in den Hepatozyten, aber auch PMN, Monozyten und Alveolarmakrophagen
exprimieren AAT als Reaktion auf eine Vielzahl von Entziindungsmediatoren (46,
96, 152). Als Akute-Phase-Protein steigt im Fall einer Entziindung oder Infektion der
AAT-Spiegel (1,34 mg/ml) schnell auf das 3- bis 4-fache an (89). AAT hemmt primar
die potentiell destruktive proteolytische Aktivitat der Neutrophilen-Elastase, die PMN
am Ort der Entzindung sezernieren (178).

Entfallt die Hemmung der Serinproteasen, wie bei der o.g. durch Gendefekt
vererbten Erkrankung des hereditaren AAT-Mangels, greift die Elastase das
Bindegewebe an, vor allem dass der Lunge aber auch der Leber mit folgeschweren
Komplikationen. Das klinische Korrelat sind Lungenfunktionsstérungen ahnlich der
chronisch obstruktiven Lungenerkrankung (COPD) bis hin zum Lungenemphysem

sowie die Leberzirrhose (Parfrey et al., 2003).

Erhdhte AAT-Level haben in der Literatur sehr divergierende immunmodulatorische
Funktionen, wie eine verminderte Synthese proinflammatorischer Zytokine, die
Hemmung der PMN-Aktivierung und Chemotaxis sowie die Rolle als
antiapoptotischer Faktor fur Hepatozyten und vaskulare glatte Muskelzellen (12, 67,
86, 90, 91, 117, 194, 200).

Harper et al. zeigten in einem Primaten-Sepsis-Modell, dass sich der septische
Schock nach Gabe von hochdosiertem AAT verstarkte, und somit hohe AAT-
Konzentrationen starke Immunreaktionen induzieren (75). Buyukates et al.
publizierten einen starken Anstieg der Serum-AAT-Spiegel nach Bypass-
Operationen (25). Ebenso finden sich erhdhte AAT-Level bei Patienten mit einem
SIRS (71, 173).

Vor allem frihere Studien weisen auf entzindungshemmende und
gewebeschutzende Eigenschaften von AAT hin (90, 188). In einem Mausmodell des
akuten Myokardinfarkts (AMI) verringert AAT die Caspase-1-Aktivitat im
ischamischen Myokard, was die InfarktgroRe limitiert durch Erhaltung lebensfahiger
Myozyten und einem nachteiligen kardialen remodeling vorbeugt (195). In einer
Studie von 2014 zeigten Hurley et al., dass AAT die PMN-Apoptose Uber einen

Mechanismus hochregulieren kann, der endoplasmatischen Retikulumstress und
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die Expression proapoptotischer Signale, einschlieRlich TNF-a, involviert (Hurley et
al., 2014). Weitere Studien vermuten den Apoptose-hemmenden Effekt von AAT (in
B-Zellen des Pankreas und in humanen aortalen vaskularen glatten Muskelzellen) in
einer aufgehobenen Caspase-Aktivitat, insbesondere der Caspase-3 (86, 219). Mit
diesen Ergebnissen Ubereinstimmend, beobachteten Petrache et al., eine direkte
Hemmung der aktiven Caspase-3 durch AAT in primaren pulmonalen
Endothelzellen und in zellfreien Systemen, was zur Inhibierung der STS-induzierten
Apoptose dieser fuhrt (153). Eine kurzlich durchgeflhrte Studie zur molekularen
Aufklarung der intrinsischen Apoptose-Resistenz in PMN konnte, unbeachtet der
beteiligten Serumfaktoren, keine Assoziation zu einer reduzierten Caspase-3-
Aktivitat, sondern vielmehr zu einer erhdhten Akt-Aktivitat und Mcl-1-Proteinstabilitat

nachweisen (Hornstein et al., 2016).

Diese widerspruchlichen Ergebnisse legen nahe, dass die entscheidende Rolle des
Akute-Phase-Proteins AAT, sowohl im Entziindungsprozess als auch im Uberleben
von PMN, noch nicht ausreichend verstanden wird und es einer weiteren Aufklarung
bedarf.
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1.8 Fragestellung

Im Rahmen dieser Arbeit sollten die molekularen Signalwege charakterisiert
werden, die mit der AAT-vermittelten intrinsischen Apoptose-Resistenz in PMN im
Zusammenhang stehen.

Obwohl einige Autoren Ubereinstimmend berichten, dass AAT den STS-induzierten
Zelltod in PMN effizient inhibiert, muss die genaue Wirkungsweise noch geklart
werden. In einer friheren Studie, welche die Vorarbeit zu diesem Projekt liefert,
wird beschrieben, dass das Serum von SIRS-Patienten die PMN vor einer
intrinsischen Apoptoseinduktion schatzt, durch Hemmung des Caspase- und
Proteasom-abhangigen Abbaus des antiapoptotischen Mcl-1-Proteins (83). Es ist
jedoch nicht klar, ob ein Zusammenhang zwischen den serumvermittelten Effekten

auf die PMN und der AAT-modulierten Signalwege existiert.

Es wurden folgende Punkte untersucht:

1. Die Rolle von AAT bei der serumvermittelten (SIRS-Patienten-Serum) STS-
Resistenz in PMN gesunder Probanden.

2. Die Wirkung von AAT auf die STS-vermittelte Modulation der PMN-
Kinasesignalkaskaden PI3K/Akt und MAPK-Erk1/2.

3. Der Einfluss von AAT auf die Mcl-1-Proteinstabilitdt und die proteasomale
Degradierung des antiapoptotischen Proteins.

4. Der AAT-Effekt auf die STS-abhangige Caspasen-Aktivierung.

5. Die Korrelation zwischen der intrinsischer Apoptose-Resistenz und der AAT-
Genexpression in PMN gesunder Spender nach Serum-Behandlung von
SIRS-Patienten.

Die Erkenntnisse dieser Arbeit sollen zum besseren Verstandnis der Rolle von AAT
in der Regulation der PMN-Apoptose beitragen. Sie sollen die AAT-vermittelte
PMN-Apoptose-Resistenz bei schwer kranken Patienten, bspw. wahrend eines
SIRS beweisen, wodurch sich das Wissen uber den PMN-Beitrag in der humanen
Pathobiologie erweitert. Diese Kenntnisse erlauben es die Prozesse, welche flr
Remission oder Progression einer Entzindung essentiell sind, besser zu verstehen.

Die Identifizierung der AAT-vermittelten Effekte auf die Signalkaskaden kann die
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Grundlage zur Entwicklung neuer therapeutischer Mdglichkeiten schaffen, die zur
Behandlung Neutrophilie-bedingter inflammatorischer Erkrankungen oder von SIRS

und Sepsis notwendig sind.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Humanes Probenmaterial

Neutrophile Granulozyten aus Buffy-Coats

Die Grundlage aller Versuche bildete die Extraktion einer reinen Granulozyten-
Population aus Buffy-Coats (Naheres 2.2.3). Es musste fir die Experimente
gewabhrleistet sein, dass die Zellen von gesunden Spendern stammen. Daflr
wurden Buffy-Coats aus der Blutspendezentrale und Transfusionsmedizin des
Universitatsklinikums Koln verwendet. Die Nutzung der Blutprodukte im Rahmen
dieser Doktorarbeit wurde von der Ethikkommission der medizinischen Fakultat der

Universitat zu Koln mit der Antragsnr. 15-393 genehmigt.

Patientenseren

Die fur die folgenden Experimente verwendeten Patientenseren stammen von
SIRS-Patienten und wurden fur die Versuche freundlicherweise von der Klinik fur
Unfall- und Handchirurgie der Medizinischen Fakultat der Heinrich-Heine-Universitat
Dusseldorf zur VerflUgung gestellt. Die Studie wurde im Vorfeld durch die
zustandige Ethikkommission (Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf) genehmigt (#
3412) (173).

2.1.2 Gerate
Abzug Clean Air Biohazard
Blotter Invitrogen Novex® Semi-Dry Blotter
Brutschrank Panasonic MCO-170AICUV-PE CO2

Incubator

Elektrophorese-System BioRad Mini-PROTEAN® Tetra System
FACS BD Biosciences FACSCalibur™
Geldokumentationsanlage BioRad ChemiDoc™ XRS+ System with

Image Lab™ Software
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Heizblock

Magnetrahrer

Mikroskop
Multi-Achs-Rotations-Mischer
Multikanalpipette
Multiplattenlesegerat

NanoDrop Spectralphotometer

PCR-Gerat

pH-Meter
Pipettboy

Pipetten

Power Supply
Schiuttler
Sterilbank/Sicherheitswerkbank

Thermal Cycler

Ultraschallprozessor
Vortex

Waage

Wasserbad
Zahlkammer Neubauer

Zentrifugen

VWR Digital Headblock
IKAMAG® RH

Olympus CKX31

CAT RM 5

BRAND® Transferpette® S -8

Perkin Elmer VICTOR™ X3

Thermo Scientific NanoDrop 2000c
Spectralphotometer

Applied Biosystems StepOnePlus Real-
Time PCR System

METTLER TOLEDO

BRAND accu-jet® pro

IBS Integra Biosciences Pipetboy acu
Eppendorf Research® 0,1 — 2,5 pl
Eppendorf Research® 0,5 — 10 pl
Eppendorf Research® 2 — 20 pl
Eppendorf Research® 10 — 100 pl
Eppendorf Research® 100 — 1000 pl
BioRad Power Pac HC

GFL 3006

KOJAIR® Biowizard

Applied Biosystems Veriti 96 Well
Thermal Cycler

Hielscher UP50H

VWR Analog Vortex Mixer

Fisher Scientific SG-2001

memmert WNB

LO - Laboroptik Ltd

BECKMAN COULTER Microfuge® 16
BECKMAN COULTER Microfuge® 22R
BECKMAN COULTER Allegra® X-15R
Labnet MPS 1000 Mini plate spinner
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2.1.3 Verbrauchsmaterialien und Zubehor

0,2 ml Reaktionsgefalle
0,5 ml Reaktionsgefalle

1,5 ml Reaktionsgefalie

2,0 ml Reaktionsgefale
5 ml Rundbodenrdhrchen (FACS)

15 ml Falcons
50 ml Falcons
24-Well Platten
48-Well Platten
96-Well Platten

Pasteurpipetten Plastik
5 ml Stripetten

10 ml Stripetten

25 ml Stripetten

Western Blotting Membran

Western Blotting Filterpapier (2,5 mm,;

7,5x 8,4 cm)

2.1.4 Chemikalien

2-Mercaptoethanol

2-Propanol

Acrylamid

a-1-Antitrypsin from human plasma
Ammonium persulfate (APS)

Ammoniumchlorid

SARSTEDT Multiply-Pro Gefaly

Carl Roth GmbH Multi®-Safe Seal®
Tubes

Carl Roth GmbH Multi®-Safe Seal®
Tubes

SARSTEDT SafeSeal micro tube
FALCON® Polystyrene Round-Bottom
Tube

SARSTEDT Tube 15ml

SARSTEDT Tube 50ml

FALCON® Multiwell 24

FALCON® Multiwell 48

FALCON® Multiwell 96

Thermo Scientific™ Nunc™
MicroWell™ 96-Well Microplates
Applied Biosystems™ MicroAmp® Fast
Optical 96-Well Reaction Plate, 0.1 mL
VWR 7 ml 612-1681

SARSTEDT Serological Pipette
SARSTEDT Serological Pipette
SARSTEDT Serological Pipette
peqGOLD Nitrocellulose Membran
Invitrogen™ Blotting Filter Paper
LC2010

Carl Roth GmbH 4227

Carl Roth GmbH 6752

Carl Roth GmbH Rotiphorese® Gel 30
Sigma A9024

Sigma A3678

Sigma A9434
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Brefeldin A
Bromphenolblau Natriumsalz
BSA

Chloroform

Easycoll Separating Solution

EDTA
Ethanol
FCS

Glycerol

Glycin

Kaliumhydrogencarbonat (KHCO3)
Methanol

Milchpulver

Natriumchlorid (NaCl) 0,9 %

Natriumcitrat
Natriumdesoxycholat
Nonidet™ P 40 Substitute (NP-40)

PBS

Penicillin / Streptomycin

Phosphatase Inhibitor Cocktail (100X)

Ponceau S

Power SYBR® Green PCR Master Mix

Propidium iodide

Protease Inhibitor Cocktail (100X)
Protein G Plus/Protein A Agarose
Suspension

RPMI 1640 Medium with stable
glutamine

SDS

Cayman Chemicals Item Ne 11861
Carl Roth GmbH A512

PAA Bovine Serum Albumin pH 7.0
Carl Roth GmbH
Trichlormethan/Chloroform 6340
Biochrom GmbH L 6145

Dichte 1.124 g/ml

Carl Roth GmbH 8043

Carl Roth GmbH 9065
PAN-Biotech Fetal Bovine Serum
Premium P30-3301

Carl Roth GmbH 3783

Carl Roth GmbH 3908

Carl Roth GmbH P748

Carl Roth GmbH 4627

Carl Roth GmbH Milchpulver T145.2

Fresenius NaCl 0,9 % Infusionsldsung

Carl Roth GmbH Mono-Natriumcitrat

HN13

Carl Roth GmbH 3484

Sigma 74385

gibco® DPBS (1X) Dulbecco’s
Phosphate Buffered Saline
Sigma P4333

Cell Signaling 5870

SERVA 33437

Applied Biosystems™ 4367659
Sigma P4170

Cell Signaling 5871
Calbiochem® IP05

Biochrom GmbH FG1215

Sigma L3771
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Staurosporin
TEMED

Tris

Tris-Base
Tris-Hydrochlorid (Tris-HCL)
Triton™ X-100

Trizol

Trypan blue stain (0,4%)
Tween 20
Wasser, DNAse-, RNAse-frei

2.1.5 Kits

Caspase-Glo® 3/7 Assay
Caspase-Glo® 9 Assay

DNA-free™ Kit

High-Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit

Human Alpha 1-Antitrypsin ELISA Kit
Pierce™ BCA Protein Assay Kit
Pierce™ ECL Western Blotting
Substrate

Roti®-Mark WESTERN-Set

UptiLight HRP Blot Chemiluminescent
ECL Substrate

2.1.6 Genspezifische Primer

Genspezifische Primer fur Real-Time-PCR,

hu18S - forward
hu18S - reverse
huAAT - forward

Enzo Staurosporine ALX-380-014-C250
Carl Roth GmbH TEMED

Carl Roth GmbH TRIS PUFFERAN®
AE15.1

Calbiochem® 648310

Calbiochem® 648317

Sigma T8787

Thermo Scientific™ TRIzol™ Reagent
15596026

Gibco™ 15250061

Sigma P9416

Invitrogen UltraPure™ DNase/RNase-
Free Distilled Water 10977023

Promega™ G8090
Promega™ G8210
Ambion™ AM1906
Applied Biosystems™ 4368814

GenWay Biotech GWB-5428A0
Thermo Scientific™ 23225
Thermo Scientific™ 32209

Carl Roth GmbH 0947
INTERCHIM UPTIMA 99619A

Sigma

5 - CATGGTGACCACGGGTGAC - &
5 - TTCCTTGGATGTGGTAGCCG - &
5 - ATGCTGCCCAGAAGACAGATA - 3’
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huAAT - reverse

2.1.7 Antikorper

Primarantikdrper
Akt (pan) (C67E7) Rabbit mAb
Anti-alpha 1 Antitrypsin Antibody
Anti-Mcl-1 (phospho S159) Antibody
GAPDH Antibody (13H12)
Mcl-1 (D35A5) Rabbit mAb
p44/42 MAPK (Erk1/2) Antibody
Phospho-Akt (Ser473) Antibody
Phospho-p44/42 MAPK (Erk1/2)
(Thr202/Tyr204) Antibody

Sekundarantikorper
Polyclonal Goat Anti-Mouse
Immunoglobulins/HRP
Polyclonal Goat Anti-Rabbit

Immunoglobulins/HRP

2.1.8 Puffer und Losungen

Zellkulturmedium
500 ml RPMI
5 ml P/S (Penicillin / Streptomycin)

Lysis Solution (1000 ml)
8,3 g Ammoniumchlorid

1 g KHCO3

0,04 g EDTA

ad 1000 ml H,O

1% Natriumcitrat-Losung

1g Natriumcitrat

5 - CTGAAGGCGAACTCAGCCA -3

Cell Signaling #4691

Abcam ab207303

Abcam ab111574

NOVUS BIOLOGICALS NBP2-27103
Cell Signaling #5453

Cell Signaling #9102

Cell Signaling #9271

Cell Signaling #9101

Dako P0447

Dako P0448
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ad 100 ml H.O

Hypotonische Propidiumiodid (Pl)-Losung (Nicoletti-Puffer)
0,1 % Natriumcitrat

0,1 % Triton X-100

50 pug/ml Propidium iodide

Ripa-Puffer

50 mM Tris HCI, pH 8.0
150 mM NaCl

1 % NP-40

0.5 % Natriumdesoxycholat
0.1 % SDS

Vor Gebrauch wurden dem Puffer noch Phosphataseinhibitor und Proteininhibitor

(1:100) zugesetzt. Die Lagerung erfolgte bei -20 °C.

Laemmli- Puffer
4x Tris-Glycin-SDS Sample Buffer
2,5 ml Tris-HCL (pH 6,8) (Konzentration: 252 mM)

4 ml Glycerol (Konzentration: 40 %)
0,8 g SDS (Konzentration: 8 %)
1 ug Bromphenolblau (Konzentration: 0,01 %)

ad 10 ml Hzo

Vor Gebrauch wurden dem Laemmli-Puffer noch 20 % 2-Mercaptoethanol

zugesetzt.

Western Blot

Laufpuffer

far 10x Laufpuffer

30,3 g Tris (pH 8,3 - 8,8) (Konzentration in 1x Laufpuffer: 25 mM)
144,2 g Glycin (Konzentration in 1x Laufpuffer: 192 mM)
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10g SDS (Konzentration in 1x Laufpuffer: 0,1 %)
ad 1000 ml H.O

fur 1x Laufpuffer

10x Laufpuffer 1:10 in Aqua dest.

Tris-Glycin Transferpuffer

fur 25x Transferpuffer

18,2 g Tris-Base (Konzentration in 1x Transferpuffer: 12 mM)
90 g Glycin (Konzentration in 1x Transferpuffer: 96 mM)
ad 500 ml H,O

Blotting-Puffer (2x Tris-Glycin Transferpuffer)
60 ml 25x Transferpuffer

75 ml Methanol

ad 750 ml H,O

4x Trenngelpuffer

91 g Tris (pH 8,8) (Konzentration: 1,5 M)
2 g SDS (Konzentration: 0,4 %)
ad 500 ml H,O

4x Sammelgelpuffer

6,05 g Tris (pH 6,8) (Konzentration: 0,5 M)

0,4 g SDS (Konzentration: 0,4 %)

ad 100 ml H,O

TBS

fur 10x Puffer

12,1 g Tris (pH 7,5) (Konzentration in 1x TBS: 7,7 mM)
87,7 g NaCl (Konzentration in 1x TBS: 150 mM)

ad 1000 ml H,O

fur 1x TBS
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10x TBS 1:10 in Aqua dest.

TBS-T

100 ml 10x TBS

1 ml Tween (Konzentration in 1x TBS-T: 0,1%)
ad 1000 ml H>,O

Blocking Buffer

5 % Milchpulver in 1x TBS-T
3 % Milchpulver in 1x TBS-T
5% BSA in 1x TBS-T

3 % BSAin 1x TBS-T

Trenngel 10 % (fur 1 Gel):
3,125 ml H,O

2,5 ml 30 % Acrylamid
1,875 ml 4x Trenngelpuffer
10 yl TEMED

25 ul 10 % APS

Sammelgel (1 Gel):

3 ml H,0

650 pl 30 % Acrylamid

1,25 ml 4x Sammelgelpuffer
10 yl TEMED

25 ul 10 % APS

Stripping-Puffer

3,75 g Tris (pH 6,8) (Konzentration: 62,5 mM)
10 g SDS (Konzentration: 2 %)
ad 500 ml H,O

Vor Gebrauch wurden dem Stripping-Puffer noch 100 mM 2-Mercaptoethanol

zugesetzt.



Material und Methoden

2.2 Methoden

2.2.1 a-1-Antitrypsin (AAT) - Immunodepletion aus Patientenseren

Um den Einfluss von AAT im Serum von SIRS-Patienten auf die PMN gesunder
Spender genauer untersuchen zu konnen, wurde eine Immunodepletion
durchgefuhrt.

Dazu wurde vorab ein Pool aus den zur Verfugung gestellten SIRS-Patientenseren
(Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf) des 1. postoperativen (p.o.) Tages 5
verschiedener Patienten gebildet.

300 pl Serumpool wurden mit 20 pl Protein G Plus/Protein A Agarose Beads
versetzt. Nach einer Stunde Inkubationszeit bei 4°C auf dem Multi-Achs-Rotations-
Mischer wurde die Probe mit 14.000 x g fur 10 min bei 4°C abzentrifugiert und der
Uberstand in ein frisches Reaktionsgefall Uberfihrt. In der so entstandenen
Preclearance wurde jetzt die Proteinkonzentration bestimmt, um sie im weiteren
Verlauf der Experimente auf 3 mg/ml einzustellen.

Um moglichst viel AAT aus der Preclearance zu depletieren, wurde nach dem
Prinzip der Immunprazipitation gearbeitet. Dazu wurden zuerst die Beads (15 pl
Beads/ug Antikdrper) mit einem spezifischen anti-AAT Antikdrper (Konzentration
0,184 mg/ml; monoklonal aus Kaninchen; abcam) fur 4 h bei 4°C auf dem Multi-
Achs-Rotations-Mischer inkubiert. Anschlie3end wurde der vorgereinigte Serumpool
im Verhaltnis 1:50 erganzt. Nach weiteren 12 h Inkubationszeit wurde das Antigen-
Antikdrper-Bead-Gemisch mit 14.000 x g fir 10 min bei 4°C zentrifugiert und der
Uberstand sorgféltig in ein frisches ReaktionsgefaR Uberfiihrt. Zur Bestimmung der
AAT-Konzentration und Quantifizierung der Depletion folgte ein Enzyme-linked

Immunosorbent Assay (ELISA).

2.2.2 AAT-Konzentrationsbestimmung mittels ELISA

Beim ELISA handelt es sich um ein antikdrperbasiertes Nachweisverfahren bei dem
das Antigen durch einen enzymgekoppelten Antikérper gebunden und in Folge

eines Substratumsatzes mit enzymatischen Farbumschlag detektiert wird. Dabei
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korreliert die Intensitat des Farbumschlags mit der Menge des nachzuweisenden
Antigens. Es gibt verschiedene Herangehensweisen des Immunassays.

Um die AAT-Konzentration in dem depletierten Patientenpoolserum zu messen,
wurde das Human Alpha 1-Antitrypsin ELISA Kit (GenWay) verwendet. Dieses
arbeitet auf dem Prinzip eines Sandwich-ELISA, bei dem das gesuchte Antigen
AAT zwischen einem 1. stationaren, auf der Mikrotiterplatte fixierten und einem 2.
enzymmarkiertem Antikorper gebunden wird. Beim 1. Antikdrper handelt es sich um
anti-human-AAT und beim 2. Antikdrper um anti-human-AAT mit dem gekoppelten
Enzym Peroxidase.

Als Verdunnungsfaktor fur die Proben wurde 1:40.000 gewahlt. Fur alle weiteren
Arbeitsschritte wurde exakt nach dem Protokoll des Herstellers gearbeitet. Die
abschliefende Absorptionsmessung bei 450 nm erfolgte am Multiplattenlesegerat
Perkin EImer VICTOR™ X3. Aus den Absorptionswerten der Standardkurve und der

Proben konnten die Konzentrationen anschlieRend errechnet werden.

2.2.3 Herstellung einer reinen Granulozyten-Population aus Buffy Coats

Humane PMN wurden mittels Dichtegradientenzentrifugation aus Buffy Coats
isoliert. Zur Herstellung einer reinen Granulozyten-Population muss die Zieldichte
des Dichtegradienten auf 1,086 g/ml eingestellt werden. Dazu wurden in einem 15
ml Falcon 5 ml Easycoll Separating Solution (Dichte 1,124 g/ml) und 3,4 ml
physiologische Kochsalzlosung (0,9 % NaCl) gemischt. Anschlieend wurden
behutsam 5 ml des Buffy Coats darlber geschichtet, so dass 2 Phasen entstanden
(siehe Abb. 2.1 links). Durch die folgende Zentrifugation bei 840 x g fur 30 min bei
17°C ohne Bremse wurden die Bestandteile ihrer Dichte entsprechend von oben
leicht nach unten schwer aufgetrennt. Durch sanftes Auslaufen der Zentrifuge stellte

sich die Schichtung im Falcon nun wie in Abb. 2.1 rechts gezeigt dar.
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Buffy Coat Plasma
MNC —
Easycoll-L6sung Easycoll-L6sung
PMN + RBC _
Vor der Zentrifugation Nach der Zentrifugation

Abbildung 2.1 Schematische Darstellung der Komponentenverteilung vor (links) und nach
(rechts) der Dichtegradientenzentrifugation

Im linken Falcon werden ca. 6,6 ml des Buffy Coat Uber 8,4 ml des Dichtegradienten, bestehend
aus 5 ml Easycoll Separating Solution und 3,4 ml 0,9 % NaCl, geschichtet.

Im rechten Falcon sieht man die klare Trennung der Blutbestandteile nach der Zentrifugation (30
min, 840 x g ohne Bremse, 17°C). Von oben leicht nach unten schwer sind dies: Plasma;
mononuclear cells (mononukleare Zellen, MNC) bspw. Monozyten, Lymphozyten, Makrophagen;
Easycoll-Losung; neutrophile Granulozyten (PMN) und red blood cells (Erythrozyten, RBC) im
Zellpellet.

Die oberen Schichten (Plasma, Mononukleare Zellen, Easycoll Separating Solution)
wurden bis kurz oberhalb des entstandenen Granulozyten-Erythrozyten-Pellet
abpipettiert und verworfen. Um die Granulozyten zu separieren, mussen die
Erythrozyten im Pellet lysiert werden. Dazu wurde das Pellet vorsichtig mit einer
Pasteurpipette in Lysis Solution resuspendiert, in ein 50 ml Falcon Uberflhrt und auf
ein Gesamtvolumen von 50 ml gefullt. Nach 7-minltiger Lagerung auf Eis zeigte
sich durch die lysierten Erythrozyten ein Umschlag der Losung von trub dunkelrot
zu klar leuchtend rot. Sobald diese Veranderung der Losung beobachtet werden
konnte, folgte ein nachster Zentrifugationsschritt bei 1500 rpm flr 5 min bei 17 °C.
Die nun Uber dem Pellet liegende Lysis Solution wurde dekantiert und das neue,
zum groten Teil aus Granulozyten bestehende Zellpellet in  zwei
Wiederholungsschritten von den  verbliebenen  Erythrozytenresten  mit

phosphatgepufferter Salzlésung (phosphate-buffered saline, PBS) gewaschen.
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AnschlieRend wurde das Granulozyten-Pellet in PBS resuspendiert und kurzzeitig,

bis zur weiteren Verwendung in der Zellkultur, auf Eis gelagert.

2.2.4 Zellzahlbestimmung mit der Neubauer-improved-Zahlkammer

Die manuelle Zellzdhlung ist eine visuelle Methode unter zu Hilfenahme einer
Zahlkammer und des Lichtmikroskops. Es gibt eine Vielzahl an verschiedenen
Zahlkammern, die sich im Design der Kammer und der Art der Zahlung

unterscheiden, jedoch bleibt das grundsatzliche Funktionsprinzip gleich.

Es gibt die Grundplatte, ahnlich einem Objektglastrager, und ein Deckglas. Die
Grundplatte ist mittels Schliff und Politur zentral so bearbeitet, dass zwischen ihr
und dem Deckglas ein Raum mit definietem Volumen entsteht. Um dabei
Ungenauigkeiten zu vermeiden, werden dickere Deckglaser als ublich verwendet,
die ein mdgliches Durchbiegen aufgrund der Kapillarkrafte verhindern sollen. Zur
Kontrolle des korrekten Sitzes muss auf die Ausbildung der Newtonschen-Ringe an
den seitlichen Randern des Deckglases geachtet werden (Abb. 2.2a unten). Dabei
handelt es sich um farbige, konzentrische Ringe welche an den Grenzflachen durch
Interferenzen des sichtbaren Lichts entstehen, sobald das Deckglas in der

korrekten Position sitzt.

Die Zellzahlbestimmung erfolgte mittels Neubauer-improved-Zahlkammer (Abb.
2.2a). Diese ist, wie in der Abb. 2.2b schematisch dargestellt, durch eingravierte
Linien in 3x3 gleichgrole Quadrate unterteilt und mit Ausnahme des
Zentralquadrats (5x5), ist jedes Quadrat noch einmal in 4x4 kleinere Quadrate

unterteilt.
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, 100 mm
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Abbildung 2.2 Neubauer-improved-Zahlkammer

2a: Foto (makroskopisch)

Oben: gesamte Zahlkammer

Unten: Detailausschnitt zur Darstellung der Newtonschen-Ringe

Zum besseren Verstandnis sind in den gezeigten Fotos die obere und untere Kammer mit
Trypanblau gefarbt.

2b: schematische Darstellung (mikroskopisch)
Aufbau des Zahlfeldes der Neubauer-improved-Zahlkammer. Die auszuzahlenden Eckquadrate sind
hier blau markiert.

Ausgezahlt wurden je 16 Kastchen der 4 Eckquadrate. Daraus wurde dann die
mittlere  Zellzahl eines Eckquadrates errechnet. Da ein Eckquadrat eine
Kantenlange von 1 mm und eine Kammerhdhe von 0,1 mm hat, vorausgesetzt das
Deckglas befindet sich in korrekter Position, entsteht ein definiertes Volumen von
0,1 mm® = 0,1 pl (155). Durch Multiplikation des Mittelwerts mit dem
Verdiinnungsfaktor und dem Umrechnungsfaktor 10*, ergibt sich die Zellzahl/ml,

entsprechend dieser Formel:

Zellzahl/ml = Mittelwert Zellzahl pro Eckquadrat x Verdiunnungsfaktor x

Umrechnungsfaktor 10*

Im Vorfeld der eben beschriebenen Zellauszahlung wurde die PMN-Zellsuspension
im Verhaltnis 4:1 mit dem anionischen Diazofarbstoff Trypanblau verdinnt. Dies
dient der Markierung avitaler Zellen, da Trypanblau intakte Zellmembranen nicht
passieren kann und somit die Unterscheidung zwischen vitalen und avitalen Zellen

im Lichtmikroskop ermdglicht.
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2.2.5 Zellkultur

Nach erfolgter Zellzahlbestimmung konnte nun das jeweils erforderliche Volumen
der, wie unter Punkt 2.2.3 beschrieben, kurzfristig auf Eis gelagerten PMN-
Zellsuspension zentrifugiert (1500 rpm fir 5 min bei 17 °C) werden. Das Zellpellet
wurde anschlielend in Zellkulturmedium RPMI 1640 mit 1% P/S resuspendiert und

dadurch auf eine Zelldichte von 2,5 x 10° Zellen/ml eingestellt.

Fur einen Teil der Experimente erfolgte die PMN-Kultivierung pro Versuchsansatz
als Triplett mit jeweils 500 pl in 48-Well-Platten mittels drei verschiedener Seren in
1%iger Konzentration. Dies waren der auf 3 mg/ml eingestellte Patientenpool, AAT-
depletiertes Patientenserum und fetal calf serum (FCS) als Kontrollgruppe zur
spateren Apoptosemessung. In einigen Experimenten wurde der mit AAT-
depletierten Patientenserum behandeln Zellkultur noch natives Plasma-AAT
(2mg/ml; Sigma A9024) hinzugegeben. Nach einstindiger Inkubationszeit bei 37°C
im Brutschrank wurden der Halfte des Versuchsansatzes 0,2 uM STS zugesetzt
und far weitere 3 h (Western Blot), 4 h (Caspase-Assay) und 18 h
(Apoptosemessung) inkubiert.

Fur die spateren Western Blots wurden jeweils 1000 pl und fur die Caspase-Assays
jeweils 250 pl der Zellkultur in frische 1,5 ml ReaktionsgefalRe Uberfuhrt. Nach
Zentrifugation (1500 rpm fiir 5 min bei 17 °C) wurde der Uberstand entfernt und die
Zellen konnten bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C eingefroren werden.

Nach 18 h konnten die verbliebenen 250 ul der Zellkultur geerntet und fur die

anschlielfende Apoptosemessung vorbereitet werden.

Ein anderer Teil der Experimente erforderte die PMN-Kultivierung mit Brefeldin A
(BFA) (3 pg/ml), einem Inhibitor des intrazellularen Proteintransports. Dabei
erfolgen die Versuchsansatze in 24-Well-Platten als Dupletts mit jeweils 1500 ul,
welche mit 1%igem unverdinntem Patientenpoolserum und FCS behandelt wurden.
Nach einstindiger Inkubationszeit bei 37°C im Brutschrank startete die
Gesamtinkubationszeit von 18 h durch Zugabe von 0,2 uM STS. 4 h vor Ablauf der
Inkubationszeit wurde BFA hinzugefugt. Die Kultivierung endete mit der Zellernte
durch Uberfiihrung des jeweiligen Volumens pro Well in 1,5 ml frische
Reaktionsgefalle. Nach Zentrifugation (1500 rpm fur 5 min bei 17 °C) und

Entfernung des Uberstands, konnten die Zellpellets bei -80 °C eingefroren werden.
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2.2.6 Apoptosequantifizierung mittels Durchflusszytometrie

Die Bestimmung der Apoptoserate erfolgte mit einem einfachen und schnell
durchfuhrbaren Durchflusszytometrieverfahren, unter Verwendung einer hypotonen
Propidiumiodid (Pl)-Lésung. Diese Methode wurde 1991 erstmals von Nicoletti und
Kollegen zur Untersuchung der Apoptose an Maus-Thymozyten beschrieben und
findet mittlerweile weitverbreitete Anwendung in verschiedensten experimentellen
Modellen und Zelllinien (140, 168).

In der apoptotischen Zelle treten typische morphologische Veranderungen und
ausgedehnte DNA-Fragmentierungen mit Verlust des nuklearen DNA-Gehalts auf,
was sich diese Methode zu nutze macht. Pl dient dabei im weitesten Sinne der
Kernfarbung, indem es als fluorogene Verbindung stéchiometrisch an
Nukleinsauren bindet, sodass die zu messende Fluoreszenzemission proportional
zum DNA-Gehalt in der Zelle ist (163, 202).

Ein weiterer Bestandteil des hypotonen Nicoletti-Puffers ist Triton X-100, ein
nichtionisches Tensid, welches Membranproteine aus ihren Konfirmationen 16st. In
Folge dessen wird die Zellmembran lysiert, nicht aber die Kernmembran. Die
intakten Zellkerne kdénnen aus den Zellen treten und ihr DNA-Gehalt kann im
Durchflusszytometer gemessen und anschliefend analysiert werden. Dabei zeigt
sich ein breiter hypodiploider (sub-G1) Peak, der leicht von dem schmalen Peak der
intakten Zellen mit normalen DNA-Gehalt unterschieden werden kann (Riccardi et
al., 2006).

Zur Apoptosemessung wurden die frisch kultivierten PMN (2.2.5) in 5 ml
Rundbodenrdhrchen Uberfuhrt, abzentrifugiert (1500 rpm far 5 min bei 17 °C) und
anschlie3end das Zellpellet in 300 pl hypotoner Pl-Losung resuspendiert. Nach 2 h
Inkubation bei 4°C im Dunkeln erfolgte die Durchflusszytometrie. Pro Probe wurden
10.000 Zellen gemessen. Die Datenanalyse erfolgte mittels Cell Quest Software
(BD). Um das Ausmal der Apoptose zu erfassen, wurde der prozentuale Anteil des

hypodiploiden (sub-G1) Peak in der Probe bestimmt.
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2.2.7 Proteinbiochemische Methoden

2.2.7.1 Proteinisolierung und -Konzentrationsbestimmung

Zur Proteinisolierung wurden die kultivierten und bei -80°C gelagerten Zellen in
RIPA-Puffer aufgenommen und mittels Ultraschallprozessor sonifiziert (Sonotrode
MS1, Amplitude 80 %, 0,5 Zyklen).

Die unmittelbar folgende quantitative Proteinkonzentrationsbestimmung wurde nach
Herstellerangaben mit dem Pierce™ BCA Protein Assay Kit durchgefuhrt. Diese
Methode kombiniert die Protein-induzierte  Biuret-Reaktion —mit dem
Detektionssystem des hochempfindlichen und selektiven kolorimetrischen
Nachweises des Cu" durch Bicinchoninséure (BCA).

Im ersten Schritt findet die Biuret-Reaktion statt, bei der die Reduktion von Cu** zu
Cu’ resultiert, durch Bildung eines hellblauen Chelat-Komplexes von Peptiden, mit
mindestens drei Aminosaureresten, und Cu®* in einem alkalischen Milieu. Im
zweiten Schritt reagiert das reduzierte Cu™ mit zwei Molekiilen BCA zu einem Chelat
unter Ausbildung einer intensiven lila Farbung (Abb. 2.3). Dieser neu entstandene
Komplex ist wasserldslich und weist mit zunehmender Proteinkonzentration eine

starke lineare Absorption bei 562 nm auf (Smith et al., 1985).

OH &

Peptid + Cu*? > Cu
/
ooc{ N N \;coo-
Cu++ 2 BCA > — Cu+ —

"00C ¢ / \TCOO'

BCA- Cu*- Komplex

Abbildung 2.3 Ausbildung des intensiv lila gefirbten BCA-Cu’-Chelatkomplex

In der oberen Zeile ist die klassische Biuret-Reaktion gezeigt. Peptide und cu® reagieren in
alkalischer Umgebung miteinander, unter Reduktion des Kupfer-lons. Dieses bildet, in der unteren
Zeile dargestellt, mit 2 Molekilen BCA einen intensiven lilafarbenen Chelatkomplex aus.

Wie dem Protokoll des Herstellers zu entnehmen ist, mussten zu Beginn der

Proteinkonzentrationsbestimmung, eine Verdlnnungsreihe als Protein-Standard
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aus Albumin 2 mg/ml (BSA) und die Arbeitsreagenz BCA working reagent
angefertigt werden.

Vor der Messung wurden die sonifizierten Proben im Verhaltnis 1:6 mit PBS
verdunnt. Anschlielend wurden je 10 ul des Proteinstandards (pg/ul: 2; 1,5; 1; 0,75;
0,5; 0,25; 0,125; 0,025; 0) und der verdunnten Proben als Dupletts in eine 96-Well-
Platte pipettiert und je 200 yl BCA working reagent hinzugegeben. Nach kurzer
Durchmischung wurde die Platte fur 30 min bei 37°C inkubiert. Die Extinktion bei
562 nm wurde mit dem Multiplattenlesegerét Perkin Elmer VICTOR™ X3, nach
Abkuhlung der Platte auf Raumtemperatur (RT), gemessen.

Die in RIPA-Puffer aufgenommene Probe konnte jetzt der Sodiumdodecylsulfat-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) zugeflhrt werden oder bis zur

Weiterverarbeitung bei -80°C gelagert werden.

2.2.7.2 Diskontinuierliche SDS-PAGE

Die Gelelektrophorese dient der Analyse von Proteinen durch Auftrennung eines
Proteingemisches nach der Molekilmasse in einem elektrischen Feld. Die
diskontinuierliche SDS-PAGE unter denaturierten Bedingungen wurde von U. K.
Laemmli erstmals 1970 beschrieben und verwendet unterschiedliche Puffer im
Sammel- und Trenngel auf Polyacrylamidbasis, welches als eine Art Sieb fungiert
(102).

Vor der Elektrophorese, mussten die Proben entsprechend aufbereitet werden.
Dazu wurde dem Proteingemisch im Verhaltnis 4:1 mercaptoethanolhaltiger
Laemmli-Puffer zugesetzt und anschlieend fir 7 min bei 95°C erhitzt. Das im
Laemmli-Puffer enthaltene stark anionische Tensid SDS uUberdeckt die Eigenladung
der Proteine und bildet negativ geladene Komplexe. Die gebundene Menge an SDS
und damit auch die Ladung auf dem Komplex ist proportional zur ProteingrofRe (ca.
1,4 g SDS auf 1 g Protein) (182). Somit ist gewahrleistet, dass die Proteine im
elektrischen Feld ungestort in Richtung Anode laufen und nur entsprechend ihres
Molekulargewichts aufgetrennt werden.

Zudem werden durch die Hitzeeinwirkung (Denaturierung), durch Bindung von SDS
(negative AbstoBung) und durch Einsatz von Mercaptoethanol (Reduktion) die
ursprunglichen Proteinstrukturen zerstort und es bilden sich lange Proteinketten
aus. Dabei verhalten sich Lange der Kette und Molekilmasse proportional

zueinander.
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Nach Fulllung der inneren und auReren Kammer des Elektrophoresesystems mit
einem SDS-haltigen TRIS-Glycin-Laufpuffer, wurde das Gel beladen. Die erste Spur
wurde immer mit 5 pl eines Molekulargewichtsmarkers (Roti®-Mark WESTERN-
Set), der als vergleichender GroRenstandard diente, und die verbliebenen
Geltaschen mit je 24 pl der aufbereiteten Proben beladen. Standardgemafy wurden
20 - 40 ug des Gesamtproteins mittels SDS-PAGE aufgetrennt.

Nach kurzer Fokussierung der Proteine in einem 5%igen Sammelgel (pH 6,8) bei
60 V, erfolgte die Auftrennung in Proteinbanden in einem 10%igen kleiner porigen
Trenngel (pH 8,8) bei 120 V.

2.2.7.3 Western Blot

Im direkten Anschluss an die SDS-PAGE erfolgte die Ubertragung der
Proteinbanden auf eine Nitrozellulose-Tragermembran mittels Elektrophorese im
Semidry-Blot-Verfahren. Das elektrische Feld wird im Gegensatz zur SDS-PAGE
senkrecht zum Gel und der darunter liegenden Tragermembran angelegt, wodurch
die negativ geladenen SDS-beladenen Proteine bei ihrer Wanderung in Richtung
Anode Ubertragen werden (68).

Zunachst wurden die Gele, die Filterpapiere und die Nitrozellulose-Membranen kurz
in Blotting-Puffer aquilibriert. Danach wurde der Transfer als ,Sandwich“ im Blotter
aufgebaut. Auf die Anoden-Platte (unten) wurden pro Gel zwei Filterpapiere gelegt,
darauf kam die Membran mit dem blasenfrei aufgelegten Gel, dariber wieder zwei
Filterpapiere und zum Abschluss die Kathoden-Platte (Deckel). Pro Proteintranfer
fanden bis zu 4 Gele Platz im Blotter. Es musste darauf geachtet werden, dass
zwischen den ,Sandwiches® keine Verbindung durch den Blotting-Puffer entstand.
Die Transferzeit betrug 2,5 h bei 24 V.

Um die Effizienz des Proteintransfers zu kontrollieren, wurden die Membranen
temporar mit dem reversiblen roten Azofarbstoff Ponceau S gefarbt und

anschlieffend wieder mit TBS-T entfarbt.

Vor Immundetektion wurden unspezifische Proteinbindungsstellen auf der
Membran, mit einem fur den spateren Antikdrper nicht sichtbaren Protein, blockiert.
Dies verhindert das Anhaften unerwinschter Proteine und somit stérende

Verfarbungen in der folgenden Antikdrperfarbung. Dazu wurden die Membranen fur
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1 h bei RT, mit dem laut Herstellerprotokoll jeweils empfohlenen Blocking-Buffer
(BSA oder Milchpulver in TBS-T), inkubiert. Ebenso richteten sich die
Verdinnungen und Inkubationszeiten bei der Anwendung des jeweiligen
Primarantikorpers nach den Vorgaben des Herstellers. Vor und nach
Primarantikdrperbehandlung erfolgte jeweils ein 5-minttiger Waschschritt mit TBS-T
in 3 Wiederholungen.

Es folgte die Inkubation (1h, RT, dunkel) mit einem mit Meerrettichperoxidase
(horseradish peroxidase, HRP) konjugiertem Sekundarantikérper. Nach 5-
minutigem Waschschritt in TBS-T (3 Wiederholungen), erlaubte das entstandene
Enzym-gekoppelte Immunkonjugat, den indirekten Nachweis des Proteins durch
Katalyse von Luminol in seine oxidierte Form mit Hilfe des Kits (Pierce™ ECL
Western Blotting Substrate). Diese Chemilumineszenzreaktion konnte in der
Geldokumentationsanlage mit dem ChemiDoc XRS Programm (Bio-Rad) visualisiert
und detektiert werden. Dabei entspricht die Lumineszenzintensitat dem relativen
Proteingehalt einer Bande. Zur Quantifizierung der relativen Proteinmenge einer
Membran wurden die Banden markiert und densitometrisch mit Hilfe der Image
Lab™ Software 6.0 (Bio-Rad) ausgewertet.

2.2.7.4 ,,Stripping“ der Western Blots

Das aus dem Englischen Ubernommene Wort stripping (abstreifen), beschreibt die
Entfernung von Primar- und Sekundarantikdrpern von der Nitrozellulosemembran,
unter Erhalt des nachzuweisenden Antigens, wodurch eine Wiederverwendung des
Western Blots mdglich wird.

Zum stripping wurde die Membran in einen, zu Beginn frisch zubereiteten,
mercaptoethanol-haltigen Strippingpuffers gelegt und fir 10 min bei 60°C im
Wasserbad geschuttelt. Danach erfolgte dreimal ein 5-mindtiger Waschschritt in
PBS und fur weitere 5 min in TBS-T. Anschliel3end konnte die Membran erneut, wie
unter Punkt 2.2.7.3 beschrieben, geblockt, mit einem weiteren Primar- und

Sekundarantikdrper inkubiert und abschliellend quantifiziert werden.

2.2.8 Caspase-Aktivitats-Assay

Die Caspasen-3, -7 und -9 sind Mitglieder der Cystein-Asparaginsaure-spezifischen
Protease-Familie, die eine tragende Rolle bei der Apoptose spielen. lhren Namen
verdanken sie der Eigenschaft, dass sie ihre Zielproteine am C-terminalen Ende
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von Aspartat spalten. Dies macht sich der lumineszierende Caspase-GIo®-Assay
(Promega) zu nutze, indem er ein prolumineszentes Substrat (Aminoluciferin) liefert,
an das beim Caspase-Glo® 3/7 -Assay die Tetrapeptidsequenz Aspartat-Glutamat-
Valin-Aspartat (DEVD) und beim Caspase-Glo® 9 -Assay die Tetrapeptidsequenz
Leucin-Glutamat-Histidin-Aspartat  (LEHD) angehangt  ist. Nach der
Caspasenspaltung wird Aminoluciferin frei und dient dem Enzym Luciferase als
Substrat, was zur Erzeugung eines messbaren Lumineszenzsignals fuhrt (Liu et al.,

2004). Dabei korreliert die Signalstarke mit der Caspasenaktivitat.

Zur Caspasen-Aktivitatsmessung wurden die kultivierten und eingefrorenen PMN-
Proben in 30 pl PBS aufgenommen und der Proteinisolierung und -
Konzentrationsbestimmung (2.2.7.1) zugefuhrt. In den Versuchen wurden 3 pg, 5
Mg und 7 pg des Gesamtproteins eingesetzt. Der Caspase-Assay wurde
entsprechend der Herstellerangaben durchgefihrt. Dazu wurden je 100 pl an
Caspase-Glo® Reagenz und 100 pl Probe in eine 96-Well Platte pipettiert. Des
Weiteren wurde eine Leerprobe mit 100 pl PBS angelegt, um die
Hintergrundlumineszenz zu erfassen. Nach einer Inkubation von 1h bei RT erfolgte

die Luminometrie im Multiplattenlesegerat fur 7 Zyklen a 10 min.

2.2.9 Molekularbiologische Methoden
2.2.9.1 Isolierung der Gesamt-RNA

Die Isolierung der Gesamt-RNA erfolgte nach Hersteller-Protokoll mittels TRIzol®
Reagenz. Dies ist eine einphasige Losung aus Phenol und Guanidin-Isothiocyanat
und erlaubt die sequenzielle Ausfallung von RNA, DNA und Proteinen aus Gewebe-
und Zellproben (31). Den Grundstein dieser Methode legten 1987 Chomcynski und

Sacchi mit ihrer single-step RNA-Isolationsmethode (32).

Zur Homogenisierung der als Zellpellet vorliegenden Proben wurden diese in 800 pl
TRIzol® Reagenz resuspendiert. Nach 5-minutiger Inkubationszeit bei RT wurden
160 pl Chloroform hinzugeben und fur weitere 3 min inkubiert.

Es folgte die Phasentrennung in einem Zentrifugationsschritt (12.000 x g fur 10 min
bei 4 °C), bei der sich anschliefend die RNA in der obersten klaren wassrigen

Phase, die DNA in der Zwischenphase und die Proteine in der Untersten befanden.
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Zur RNA-Prazipitation wurde die oberste Schicht mit groRer Sorgfalt in ein neues
1,5 ml Reaktionsgefal® uberfuhrt und mit 400 ul Isopropanol fur 10 min bei RT
inkubiert und anschlie®end zentrifugiert (12.000 x g fur 10 min bei 4 °C).

Das ausgefallte RNA-Pellet wurde in 800 ul 75 % Ethanol gewaschen und in 20 pl
RNase-freien Wasser resuspendiert.

Um noch vorhandene DNA-Kontaminationen aus den RNA-Proben zu entfernen,
fand zuséatzlich das DNA-free™ Kit (Ambion™) wie vom Hersteller empfohlen
Anwendung. Dieses enthalt RNase-freie DNase | und einen optimierten
Reaktionspuffer fur eine effektive DNA-Spaltung durch die Endonuklease. Nach
dieser Behandlung wird die DNase | durch Zugabe einer DNase [nactivation
Reagenz und anschlieBender Zentrifugation (10.000 x g fur 1,5 min) entfernt. Der
Uberstand, welcher die isolierte und von DNA bereinigte RNA enthalt, wurde in ein
frisches Reaktionsgefald uberfuhrt und nach RNA-Quantifizierung (siehe 2.2.9.2) bis

zur Weiterverwendung bei -80° C aufbewahrt.

2.2.9.2 RNA-Quantifizierung und Reinheitsbestimmung

Die RNA-Quantifizierung und ihre Reinheitsbestimmung erfolgte am UV-
Spectralphotometer (NanoDrop™ 2000c). Es wurden die Absorptionen der
verdunnten RNA-Proben (je 1,5 pl) bei 260 nm (Ago) und bei 280 nm (Azso)
gemessen. Unter Anwendung des Lambert-Beerschen Gesetzes wurde die RNA-
Konzentration durch die Software errechnet. Ein Absorptionswert von 1 bei 260 nm
entspricht in etwa 40 pg/ml RNA, vorausgesetzt die Messung findet in einem pH-
neutralem und salzarmen Milieu statt (208). Der Quotient von Azso/Azso erlaubt die
qualitative Beurteilung Uber die Reinheit der RNA, wobei ein Wert von 2 fir
hochgereinigte RNA spricht. Ist das Verhaltnis <2 kdnnten Kontaminationen durch

Proteine und Aromate eine Rolle spielen.

2.2.9.3 Reverse Transkription

Unter der reversen Transkription versteht man die Umschreibung der RNA-Sequenz
in komplementare DNA (copy-DNA, cDNA), mit Hilfe des Enzyms Reverse
Transkriptase, welche auch RNA-abhangige DNA-Polymerase genannt wird. Dieser

Schritt ist Voraussetzung fur die folgende durch die Tag-Polymerase katalysierte
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DNA-Amplifizierung (2.2.9.4), da es DNA-Polymerasen nicht mdglich ist, RNA-

Strange als Matrizen zu erkennen.

Die einzelstrangige cDNA-Synthese erfolgte nach Herstellerprotokoll des High-
Capacity cDNA Reverse Transcription Kits. Es wurden pro Reaktionsansatz 10 pl
des RNAase Inhibitor freien Master Mix und 10 pl (500 ng) Gesamt-RNA (aus
2.2.9.1) in ein 0,5 ml Reaktionsgefal® Uberfuhrt und vermischt.

Die Reverse Transkription erfolgte im Thermal Cycler (Applied Biosystems) nach
den ebenfalls vom Hersteller empfohlenen optimierten Kit-Bedingungen: 10 min bei
25 °C; 120 min bei 37 °C; 5 min bei 85 °C; oo bei 4 °C. Die frisch synthetisierte
cDNA wurde direkt in der folgenden Genexpressionsanalyse eingesetzt oder bis zur

Weiterverwendung bei -20 °C gelagert.

2.2.9.4 Quantitative Real-Time-PCR

Die quantitative Real-Time-PCR ist ein schnelles und einfaches Verfahren der
Nukleinsaurenanalytik. Sie ist eine Weiterentwicklung der klassischen PCR, welche
vom spateren Nobelpreistrager Kary Mullis Mitte der 80er erstmalig veroffentlicht
wurde (134). 1992 I6sten die Arbeiten von Higuchi et al. das bisherige Problem der
eher schlechten und sehr schwierigen Quantifizierung der DNA, mit der EinfUhrung
der PCR in Echtzeit (79). Durch kontinuierliche Fluoreszenzmessungen der
amplifizierenden DNA nach jedem PCR-Zyklus, ist heute eine schnelle und genaue
Quantifizierung der anfanglichen Transkriptkopienzahl mdglich (131). Als
Fluoreszenzfarbstoff diente in den Versuchen SYBR Green |. Dieser interkaliert mit
der doppelstrangigen DNA, wodurch dessen Fluoreszenz zunimmt und im Verlauf
der Real-Time-PCR mit jedem weiteren Zyklus proportional zur Menge der
gebildeten Amplifikate steigt.

Die Quantifizierung erfolgte im linearen Bereich der exponentiellen Phase, da nur in
dieser optimale Reaktionsbedingungen herrschen. In der Startphase ist die
Templatemenge und damit die Trefferwahrscheinlichkeit fur Template, Primer und
Polymerase begrenzt, wohingegen in der Schlussphase (Plateauphase) die Menge
an DNA so stark ansteigt, dass Produktfragmente miteinander hybridisieren und die
PCR hemmen. Als Schwellenwert-Zyklus oder CT (threshold cycle)-Wert wird der
Ubergang in die exponentielle Phase bezeichnet. An diesem Punkt (ibersteigt die

Fluoreszenz der Proben erstmals signifikant die Hintergrundfluoreszenz (81).
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Die relative Quantifizierung erfolgte durch Normierung, sprich Mengenvergleich des
Zielgens mit einem Referenzgen (housekeeping gene), um Abweichungen in der
Ausgangsmenge der eingesetzten DNA-Proben auszugleichen. Als Referenzgen
wurde ribosomale RNA 18S (18S-rRNA) und als Zielgen AAT verwendet. Die
Berechnung erfolgte nach der delta-delta-CT-Methode mit einbezogener
Effizienzkorrektur (Pfaffl et al., 2002), dabei wurden die unterschiedlichen
Genexpressionen als n-fache Expression mittels delta-delta-CT-Wert angegeben
(66).

Die Real-Time-PCR wurde mit Hilfe des StepOnePlus Real-Time-PCR Systems
(Applied Biosystems) und dem Power SYBR™ Green PCR Master Mix in
MicroAmp® Fast Optical 96-Well Platten (Applied Biosystems™) durchgefuhrt. Das
Pipettierschema des Mastermix und die PCR-Zyklusparameter sind weiter unten
angegeben, die verwendeten Primer sind unter Punkt 2.1.6 zusammengefasst. Im
Vorfeld der Messungen aller Proben fand einmalig ein Real-Time-PCR-Lauf zur
Bestimmung der optimal einzusetzenden Templatekonzentration statt. Dazu wurde
eine Verdunnungsreihe mit den Konzentrationen (in ng/ul) 2,5; 0,5; 0,1; 0,02 einer
gepoolten cDNA-Probe (25 ng/pl) angefertigt und in Triplikaten nach u.g.
Pipettierschema pipettiert und fir jedes Primerpaar getestet.

Fur alle folgenden Real-Time-PCR-Laufe wurden fir 18S-rRNA 0,1 ng/pl cDNA und
fur AAT 0,5 ng/ul cDNA eingesetzt. Alle Proben wurden als Triplikate in einem

Gesamtvolumen von 12 ul mit dem Mastermix in eine 96-Well Platte pipettiert.

Pipettierschema Mastermix:

AAT (ul) 18S-rRNA (ul)
Power SYBR™ Green PCR Master Mix 2x 6,25 6,25
forward-Primer (10 uM) 0,375 0,125
reverse-Primer (10 uM) 0,375 0,125
H20O (RNAse-/DNAse-frei) 1 1,5
cDNA Reaktionsansatz 4 4
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Zyklusparameter:

1. Aktivierung der AmpliTaq Gold® DNA-Polymerase: 95 °C fur 10 min (1 Zyklus)
2. Amplifikation (40 Zyklen):

Denaturierung 95 °C fur 15 sec
Primerhybridisierung und Elongation 60 °C fur 60 sec
3. Kihlung 4°C

2.2.10 Statistische Auswertung

Alle Daten wurden mit der GraphPad Prism 5 Software analysiert und als Mittelwert
+ Standardfehler des Mittelwerts (standard error of the mean, SEM) dargestellt.
Normalverteilte ungepaarte Daten von mehreren Gruppen wurden mittels ANOVA
Varianzanalyse (analysis of variance) und Newman Keulen Post-hoc-Test
analysiert. Der t-Test diente der Auswertung ungepaarter Daten zweier Gruppen. p-

Werte < 0,05 wurden als statistisch signifikant angesehen.
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3 Ergebnisse

3.1 Effekt von AAT auf die STS-induzierte Apoptoserate von PMN

Um den Wirkmechanismus von AAT im Serum von SIRS-Patienten auf die viel
beschriebene Apoptose-Resistenz in PMN naher zu untersuchen, war es in einem
ersten Schritt wichtig zu wissen, um welche AAT-Konzentrationen es sich in den
Serumpoolproben handelt. AuRerdem sollte untersucht werden, ob durch AAT-
Depletion die Serum-vermittelten Effekte antagonisiert werden koénnen. Dazu
erfolgte die AAT-Immunprazipitation (2.2.1) des auf 3 mg/ml Gesamtprotein
verduinnten Serumpools mit anschlielRender AAT-Konzentrationsbestimmung mittels

ELISA (2.2.2), was gleichzeitig der qualitativen Einschatzung der Depletion diente.

Der Tabelle 3.1 sind die Mittelwerte + SEM der AAT-Konzentrationsbestimmung vor
Depletion, was der originalen AAT-Konzentration des verdunnten (3 mg/ml)
Serumpools entspricht und nach zweimaliger Depletion zweier Serumpoolproben (je

300 pl) zu entnehmen.

Tabelle 3.1 AAT-Serumkonzentrationen vor und nach Depletion aus Serumpool von SIRS-
Patienten

VOR NACH
SIRS-Patienten Serumpool
AAT-Depletion AAT-Depletion
AAT-Konzentration (mg/ml) 9,73+23 5,89+0,2

Mittels Depletion konnte die urspringliche AAT-Serumkonzentration von 9,73 mg/ml
auf 5,89 mg/ml reduziert werden. Dies entspricht einer AAT-Elimination auf 60 %

des Ausgangswertes.

Zur Untersuchung der modulatorischen Wirkung des Serum-AATs auf das PMN-
Uberleben gesunder Spender, wurden frisch isolierte PMN aus Buffy Coats mit
1%igen Patienten Serumpool vor und nach AAT-Depletion sowie FCS (1%;
Kontrolle) behandelt. Zur Prifung ob die beobachteten Effekte tatsachlich auf AAT
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zurickzufiuhren sind, wurde den mit depletierten Serumpool behandelten
Zellkulturen, natives Plasma-AAT (2mg/ml) zugesetzt. Nach einer Vorinkubation
von 1 h erfolgte die Zugabe von 0,2 yuM STS und nach einer Inkubationszeit von 18
h wurde die Apoptoserate der Zellen mittels Durchflusszytometrie ermittelt (Abb.
3.1).
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Abbildung 3.1 Serum-AAT vermittelte STS-Resistenz in PMN

PMN gesunder Spender wurden in Kulturmedium RPMI+1% P/S (2,5 x 1062ellen/ml) aufgenommen
und mit Patienten Serumpool (9,73 mg AAT/ml; n=13), AAT-depletierten Serumpool (5,89 mg
AAT/ml; n=13) (jeweils 1 %) mit und ohne Zusatz von nativen Plasma-AAT (2mg/ml; n=4) behandelt.
Nach 18 h Inkubationszeit mit und ohne STS-Zugabe (0,2 uM) wurde die prozentuale Apoptoserate
mittels FACS-Analyse ermittelt durch Bestimmung des prozentualen Anteils des hypodiploiden (sub-
G1) Peaks. Der Graph zeigt die Ergebnisse von vier unabhangigen Experimenten der relativen
Apoptoseraten in Abhangigkeit von der Serum-AAT-Konzentration. **p<0,01 gegeniber
unbehandelter Kontrolle (FCS); *p<0,05 (One-way ANOVA mit Newman Keulen Post-hoc-Test).

Die relative Apoptoserate war in PMN, die in Gegenwart von gepooltem
Patientenserum (9,73 mg AAT/ml) kultiviert wurden, signifikant am kleinsten. Im
Vergleich dazu erhdhte sich sowohl die konstitutive Apoptose als auch die STS-
induzierte Apoptose in den Zellen die mit AAT-depletierten Serum (5,89 mg AAT/ml)
und zusatzlich mit nativen AAT (2 mg/ml; +5,89 mg/ml) behandelt wurden. Die
Ergebnisse zeigen aulierdem eine verringerte AAT-abhangige Zellempfindlichkeit
gegenuber dem proapoptotischen STS. So waren die in Patienten Serumpool
kultivierten PMN, die entsprechend hohen AAT-Serumspiegeln ausgesetzt waren,
am unempfindlichsten und zeigten den niedrigsten Anteil an apoptotischen Zellen
nach STS-Behandlung. Am hochsten war dieser Anteil in PMN die mit dem AAT-
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reduzierten Serum kultiviert wurden. Wie zu erwarten, wurde in allen Versuchen
durch AAT-Zugabe zum AAT-depletierten Serum der STS-induzierte Zelltod der
PMN reduziert, jedoch konnte keine akzeptable statistische Signifikanz erreicht
werden (p = 0,07).

3.2 AAT-vermittelte Modulation der PMN-Kinasesignalkaskaden
PI3K/Akt und MAPK-Erk1/2

Die Kinasesignalkaskaden spielen in der Regulation der Apoptose eine wichtige
Rolle. SIRS-Patientenserum hemmt die STS-induzierte Apoptose in PMN, durch
Modulation der Kinasen-Aktivitat und damit der Stabilitdt des antiapoptotischen Bcl-
2-Mitglieds Mcl-1.

In diesem Zusammenhang sollte geklart werden, ob AAT selbst die STS-induzierte
intrinsische Apoptose durch Modulation der PMN-Kinasesignalkaskaden PI3K/Akt
und MAPK-Erk1/2 hemmt.

Dazu wurde die Regulation der pAkt- und pErk1/2-Level in PMN auf Proteinebene
im Rahmen der STS-induzierten intrinsischen Apoptose analysiert. Es wurden frisch
isolierte PMN gesunder Spender mit 1%igen Patienten Serumpool vor und nach
AAT-Depletion, in An- und Abwesenheit von STS kultiviert. Nach einer Inkubation
von 3 h wurden die relativen Proteinexpressionen mittels Western Blot ermittelt
(Abb. 3.2).
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Abbildung 3.2 Wirkung von AAT auf die Aktivitat der Kinasen pAkt (3.2a) und pErk1/2 (3.2b)

PMN aus Buffy Coats (2,5 x 10° Zellen/ml) wurden in Kulturmedium RPMI+1% P/S aufgenommen
und mit Patienten Serumpool (9,73 mg AAT/ml) und AAT-depletierten Serumpool (5,89 mg AAT/ml)
(jeweils 1 %) behandelt und in An- und Abwesenheit von 0,2 yM STS kultiviert. Nach 3 h wurden die
Proteinexpressionen von pAkt (a, n=8 unabhangige Experimente) und pErk1/2 (b, n=10
unabhangige Experimente) mittels Western Blot analysiert. Die Expressionslevel der
phosphorylierten Proteine (pAkt; pErk1/2) wurden auf die der dephosphorylierten Formen dieser
Proteine (Akt; Erk1/2) normiert. Das housekeeping-Gen GAPDH diente abschlieRend der
Ladungskontrolle.

Die Daten sind als relative Proteinexpression dargestellt. Abgebildet sind die densitometrischen
Auswertungen der Proteinexpressionen mit jeweils einer reprasentativen Western Blot-Aufnahme
des phosphorylierten und dephosphorylierten Proteins, sowie der Ladungskontrolle. *p<0,05;
**p<0,01; n.s.=nicht signifikant (One-way ANOVA mit Newman Keulen Post-hoc-Test).

Eine signifikante Regulation zeigte sich nur fiir die Uberlebenskinase Akt. In PMN
die mit AAT-reduziertem Serum behandelt wurden, verringerten sich die pAkt-
Proteinmengen und somit die Akt-Aktivitat, signifikant in Gegenwart von STS im
Vergleich zu den Proteinmengen der Kontrollzellen (1% Patienten Serumpool) (Abb.
3.2a). Ebenso geht aus der Darstellung hervor, dass die pAkt-Proteinlevel in den
mit Patienten Serumpool kultivierten PMN am groften sind und damit die Aktivitat
fur Akt, wobei die Behandlung mit STS noch einmal zu einer deutlichen Zunahme
fuhrte.

Ein Einfluss der MAP-Kinase Erk1/2 konnte nicht gefunden werden. Die Aktivitat

nahm in den STS-behandelten Zellen zwar deutlich zu, jedoch unabhangig von der
AAT-Depletion (Abb. 3.2b). Dies deutet darauf hin, dass die antiapoptotischen
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Effekte von AAT durch Unterdrickung der PI3K/Akt-Kinasesignalkaskade vermittelt

werden und nicht auf einer Modulation des MAPK-Erk1/2-Signalwegs basieren.

3.3 AAT-vermittelte Modulation des Proteinumsatzes von Mcl-1

Als nachstes galt es zu klaren, wie sich die Erkenntnisse der AAT-vermittelten
Modulation der Kinasesignalkaskade auf die Mcl-1-Proteinstabilitat und dessen
Abbau auswirken. In Anbetracht der Tatsache, dass die Mcl-1-Stabilitat stark von
ihrer posttranslationalen Modifikation abhangt, wurde die Phosphorylierung von Mcl-
1 am Serin-159 in PMN gesunder Spender nach Behandlung mit AAT-depletierten
und nicht depletierten Serumpool untersucht. Serin-159 ist im Mcl-1-Protein das Ziel
der Phosphorylierung durch GSK-3 und dient durch den bereits beschriebenen
Ubergeordneten Zusammenhang mit der Akt-Aktivitat der Schlussfolgerung der
AAT-vermittelten Effekte auf den Mcl-1-Proteinumsatz. Durch Phosphorylierung am
Serin-159 wird Mcl-1 destabilisiert, des Weiteren beeintrachtigt es die Bim-

Dimerisierung und damit die antiapoptotische Funktion des Mcl-1-Proteins (192).

Abbildung 3.3 zeigt die relative pMcl-1-Proteinexpression nach Behandlung der
PMN mit Patientenserum bzw. AAT-depletiertem Serumpool nach einer

Inkubationszeit von 3 h.
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Abbildung 3.3 Wirkung von AAT auf die Mcl-1-Phosphorylierung

PMN aus Buffy Coats (2,5 x 10° Zellen/ml) wurden in Kulturmedium RPMI+1% P/S aufgenommen
und mit Patienten Serumpool (9,73 mg AAT/ml) und AAT-depletierten Serumpool (5,89 mg AAT/ml)
(jeweils 1 %) behandelt und in An- und Abwesenheit von 0,2 yM STS kultiviert. Nach 3 h wurde die
Proteinexpression von pMcl-1 (n=7 unabhangige Experimente) mittels Western Blot analysiert und
auf die Proteinexpression von Mcl-1 normiert. Das housekeeping-Gen GAPDH diente abschlieend
der Ladungskontrolle. Die Daten sind als relative Proteinexpression dargestellt. Abgebildet ist die
densitometrische Auswertung der Proteinexpression mit einer reprasentativen Western Blot-
Aufnahme des phosphorylierten und dephosphorylierten  Mcl-1-Proteins, sowie der
Ladungskontrolle. *p<0,05 (t-Test)

Die relative pMcl-1-Proteinexpression nimmt in den PMN die mit AAT-reduziertem
Serum kultiviert wurden gegenuber den Kontroll-PMN (1% Patienten Serumpool)
zu. Das Signifikanzniveau wird in den jeweils mit STS-behandelten Zellkulturen
erreicht. In den mit AAT-depletiertem Serumpool kultivierten PMN steigt durch STS-
Zugabe der Gehalt an pMcl-1 am starksten, was fur den hdchsten Proteinumsatz
bzw. fir den grof3ten Anteil an phosphorylierten und damit destabilisierten Mcl-1-

Protein spricht.

3.4 AAT-vermittelte Wirkung auf die STS-abhangige

Caspasenaktivitat der Caspasen-3/-7 und -9

Caspase-3/-7 und Casapse-9 sind Schllsselenzyme der Apoptose. Caspase-9 ist
die Initiator-Caspase des intrinsischen Signalweges, welche nach Aktivierung durch
das Apoptosom, ihrerseits die Effektorcaspasen-3/-7 aktiviert. Diese sind essentiell
fur die Exekution der Apoptose und gemeinsame Endstrecke des intrinsischen und

extrinsischen Signalweges.

Um zu untersuchen, ob AAT die Aktivitaten der Caspasen-3/-7 und -9 moduliert und
dartber die AAT-vermittelte intrinsische Apoptose-Resistenz beeinflusst, wurden
frisch isolierte PMN aus Buffy Coats mit 1%igen Patienten Serumpool vor und nach
AAT-Depletion, in An- und Abwesenheit von STS kultiviert. Nach 4 h Inkubationszeit
wurden die Aktivitaten von Caspase-3/-7 (Abb. 3.4b) und Caspase-9 (Abb. 3.4a)

mittels Lumineszenzassay quantifiziert.
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Abbildung 3.4 Wirkung von AAT auf die Aktivitat der Caspase-9 (3.4a) und Caspase-3/-7 (3.4b)

PMN aus Buffy Coats (2,5 x 10° Zellen/ml) wurden in Kulturmedium RPMI+1% P/S aufgenommen
und mit Patienten Serumpool (9,73 mg AAT/ml) und AAT-depletierten Serumpool (5,89 mg AAT/ml)
(jeweils 1 %) behandelt und in An- und Abwesenheit von 0,2 yM STS kultiviert. Nach 4 h wurden die
Aktivitaten der Caspase-3/-7 und Caspase-9 mit Hilfe des lumineszierenden Caspase-GIo®-3/7 und -9
Assays bestimmt. Die Lumineszenz ist als Mal fiur die Caspase-Aktivitat als (Assay-spezifische)
relative light units (RLU) angegeben. Die Ergebnisse sind als Mittelwert + SEM von neun
unabhangigen Experimenten dargestellt. Es wurden keine signifikanten Unterschiede gefunden (One-
way ANOVA mit Newman Keulen Post-hoc-Test).

Die STS-Behandlung der kultivierten Zellen fihrt sowohl bei Caspase-9 (Abb. 3.4a)
als auch bei Caspase-3/-7 (Abb. 3.4b) zu einem leichten aber nicht signifikanten
Anstieg der Aktivitat, jedoch vollig unabhangig vom AAT-Serumspiegel. Weiter geht
aus dem Vergleich der Ergebnisse hervor, dass die generelle Aktivitat der Caspase-
3/-7 sowohl ohne als auch mit STS rund 2,6-fach hoher als die Aktivitat von

Caspase-9 ist.

3.5 Korrelation zwischen intrinsischer Apoptose-Resistenz und

AAT-Genexpression in SIRS-Patientenserum kultivierten PMN

Um zu prufen, ob sich Veranderungen in der AAT-Genexpression in PMN gesunder
Probanden durch die Behandlung mit SIRS-Patientenserum ergeben und ob sich
daraus Hinweise auf die serumvermittelte intrinsische Apoptose-Resistenz ableiten
lassen, wurden frisch isolierte PMN aus Buffy Coats isoliert und mit 1%igen
unverdunnten Patienten Serumpool (48,8mg Gesamtprotein/ml) und 1%igen FCS in
An- und Abwesenheit von STS kultiviert. Nach 14 h erfolgte die Zugabe von BFA (3
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Mg/ml) zur Zellkultur fur weitere 4 h. Nach einer Gesamtinkubationszeit von 18 h
wurde die Genexpression von AAT mittels QRT-PCR quantifiziert (Abb. 3.5).
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Abbildung 3.5 SIRS-Patientenserum hat keinen Einfluss auf die AAT-Genexpression in PMN
gesunder Spender

PMN aus Buffy Coats (2,5 x 10° Zellen/ml) wurden in Kulturmedium RPMI+1% P/S aufgenommen
und mit Patienten Serumpool (48,8 mg Gesamtprotein/ml) und FCS (jeweils 1 %) behandelt und in
An- und Abwesenheit von 0,2 uM STS kultiviert. Nach 14 Stunden erfolgte die Zugabe von 3 pg/mi
BFA zu den Zellkulturen fiir weitere 4 h. Nach insgesamt 18 h wurde die Expression von AAT auf
mRNA Ebene mittels qRT-PCR untersucht und auf die mRNA-Expression des Referenzgens 18S
normiert. Die Daten fir die AAT mRNA-Expression wurden anschlieBend mit der AAT mRNA-
Expression in den Kontroll-PMN verglichen. Die Ergebnisse sind als relative Genexpression von
sieben unabhangigen Experimenten dargestellt. Es konnten keine statistischen Unterschiede
festgestellt werden (One-way ANOVA mit Newman Keulen Post-hoc-Test).

Wie aus Abbildung 3.5 hervorgeht, zeigen sich keine nennenswerten
Veranderungen der relativen AAT-Genexpressionen zwischen den Kontroll-PMN
und den mit SIRS-Patienten Serumpool behandelten PMN. Ebenso ist eine STS-
abhangige Veranderung in der Regulation der AAT-Genexpression in beiden
Zellkulturen ausgeblieben. Diese Beobachtungen geben keinen Hinweis auf den
Einfluss von SIRS-Patientenserum auf die AAT-Genexpression in PMN gesunder

Spender.
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3.6 Korrelation zwischen intrinsischer Apoptose-Resistenz und
AAT-Proteinexpression in SIRS-Patientenserum kultivierten
PMN

Als nachstes lag der Focus auf der AAT-Proteinexpression in PMN gesunder
Probanden und ob diese durch Kultivierung mit Patienten Serumpool erhéht und

somit die intrinsische Apoptose-Resistenz beeinflusst wird.

Um die Expression von AAT auch auf Proteinebene zu untersuchen, wurden PMN
aus Buffy Coats isoliert und in FCS bzw. unverdinnten Patienten Serumpool (je
1%) in An- und Abwesenheit von STS kultiviert. Nach 14 h erfolgte die Zugabe des
intrazellularen Proteintransport-Inhibitors BFA (3 pg/ml) zur Zellkultur. Durch diese
Blockade gelangen Proteine nicht mehr zum Golgi-Apparat und akkumulieren im
endoplasmatischen Retikulum (ER) (59). Nach weiteren 4 h Inkubation wurde die

relative AAT-Proteinexpression mittels Western Blot ermittelt (Abb. 3.6).
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Abbildung 3.6 SIRS-Patientenserum induziert intrinsische Apoptose-Resistenz durch
Hochregulation der AAT-Proteinexpression in PMN gesunder Spender

PMN aus Buffy Coats (2,5 x 10° Zellen/ml) wurden in Kulturmedium RPMI+1% P/S aufgenommen
und mit Patienten Serumpool (48,8 mg Gesamtprotein/ml) und FCS (jeweils 1 %) behandelt und in
An- und Abwesenheit von 0,2 uM STS kultiviert. Nach 14 Stunden erfolgte die Zugabe von 3 pg/ml
BFA zu den Zellkulturen fiir weitere 4 h. Nach insgesamt 18 h wurde die Proteinexpression von AAT
(n=5 unabhangige Experimente) mittels Western Blot analysiert und auf die Proteinexpression des
Referenzgens GAPDH normiert. Die Daten sind als relative Proteinexpression dargestellt. Abgebildet
ist die densitometrische Auswertung der Proteinexpression mit reprasentativen Western Blot-
Aufnahmen. **p<0,01 (One-way ANOVA mit Newman Keulen Post-hoc-Test).
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Bemerkenswerterweise zeigte sich eine deutliche Zunahme der intrazellularen AAT-
Proteinexpression in den mit SIRS-Patientenserum kultivierten PMN. Im Vergleich
dazu wurde in den mit FCS-behandelten Kontroll-PMN nahezu kein AAT exprimiert.

Eine Regulation nach STS Behandlung war nicht ersichtlich.

Um zu prufen, ob das AAT von den Zellen selbst exprimiert oder aus dem
extrazellularen Raum aufgenommen wurde, erfolgte anschlieRend die
Quantifizierung der AAT-Konzentration im Zellkulturmedium.

Dazu wurde die AAT-Konzentration mittels ELISA in den Kontroll-PMN und den mit
SIRS-Patientenserum kultivierten PMN am Anfang (Oh) und am Ende (18 h) der

Versuchsreihe aus den Kulturiiberstanden bestimmt (Abb. 3.7).
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Abbildung 3.7 AAT-Konzentrationsanstieg der in SIRS-Patientenserum kultivierten PMN wird
ausschlieBlich durch intrazelluldre Proteinexpression verursacht

PMN aus Buffy Coats (2,5 x 10° Zellen/ml) wurden in Kulturmedium RPMI+1% P/S aufgenommen
und mit Patienten Serumpool (48,8 mg Gesamtprotein/ml) und FCS (jeweils 1 %) behandelt und
kultiviert. Nach 14 Stunden erfolgte die Zugabe von 3 pg/ml BFA zu den Zellkulturen fiir weitere 4 h.
Zu Beginn Oh und am Ende 18 h der Inkubationszeit wurde die AAT-Konzentration mittels ELISA
quantifiziert. Die Ergebnisse von drei unabhangigen Experimenten sind dargestellt. ***p<0,001;
n.s.=nicht signifikant (One-way ANOVA mit Newman Keulen Post-hoc-Test).

Wie in Abbildung 3.7 zu sehen ist, anderten sich die AAT-Konzentrationen in den
Kulturiberstanden im Laufe der Zeit nicht. Deshalb kann man annehmen, dass die
intrinsische  Apoptose-Resistenz der PMN und die hochregulierte AAT-

Proteinexpression nicht auf einer extrazellularen AAT-Aufnahme beruhen. Ebenso
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zeigen diese Daten, dass neu synthetisiertes AAT effizient in den Zellen
zurlckgehalten wird.

Ebenso wird noch einmal der deutliche Unterschied der AAT-Konzentration
zwischen den Kulturiberstanden der mit FCS und mit Patienten Serumpool
behandelten PMN ersichtlich.
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4 Diskussion

PMN sind essentielle Zellen des angeborenen unspezifischen Immunsystems und
stellen als Hauptakteure wahrend einer akuten Infektion, die erste
Verteidigungslinie  gegen Pathogene im Organismus  dar. Mittels
Toétungsmechanismen wie Phagozytose, Degranulation, oxidativer Burst sowie das
Ausschleudern der NETs, auch als NETose bezeichnet, konnen sie effektiv
Bakterien, Pilze und Protozoen eliminieren (1, 20, 72, 97, 138). PMN sind damit von
grol3er Bedeutung flir die Resolution einer Inflammation.

Auf der anderen Seite birgt dieses wirkungsvolle, allerdings recht unspezifische
Vorgehen der PMN gewebstoxisches Potential und kann zu Kollateralschaden im
gesunden Gewebe fuhren und langanhaltende Entzindungen verursachen (Duffin
et al, 2010). Dabei ist eine verzogerte spontane PMN-Apoptose von
pathogenetischer Bedeutung. Erhdhte Zellzahlen und verlangerte
Zirkulationslebensdauer der PMN mit konsekutiver Schadigung des Organismus
resultieren. Des Weiteren kdonnen sie dadurch die Entstehung verschiedener
Pathologien begulnstigen, wie SIRS und MOF bspw. in Folge schwerer Traumata

oder im Rahmen postoperativer Komplikationen (92, 149).

Nutzlich zur ldentifizierung potentieller krankheitsbezogener Marker, sowie zum
besseren Verstandnis der Pathogenese von Krankheiten und der Immunantwort
des Wirts, ist die Analyse des humanen Proteoms, da verschiedene Plasmaproteine
eine schnelle Veranderung des Expressionsmusters als Antwort auf
Krankheitszustdnde und eine direkte Korrelation mit der Krankheitsprogression
zeigen (Ray et al., 2011). In dieser Hinsicht ist gut dokumentiert, dass menschliches
Serum reichhaltig an Wachstumsfaktoren und antiapoptotischen Molekulen ist, und
dass ein Mangel an diesen Serumfaktoren den apoptotischen Zelltod in vielen
Zelltypen provoziert (19, 28, 175). Serumspiegel an antiinflammatorischen Faktoren
nehmen wahrend einer akuten Entziindung wie SIRS deutlich zu und beeinflussen

stark das Uberleben von Immunzellen, einschlieRlich der PMN.

Viel Aufmerksamkeit als potentielles Target bei der Entwicklung neuartiger

entzindungshemmender Mittel genief3t Proteinkinase C (PKC). Mehrere
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experimentelle Studien zeigten in Modellen fur Entzindungserkrankungen eine
verminderte Gewebeschwellung, sowie eine Reduktion des PMN-Einstroms und der

vaskularen Permeabilitat durch den Einsatz von PKC-Inhibitoren (14, 44, 88).

Studien dieser Arbeitsgruppe belegen, dass Serum von SIRS-Patienten die
Apoptose stark unterdrickt, die durch den PKC-Inhibitor STS in verschiedenen
myeloischen und lymphoiden Zelllinien einschliel3lich PMN induziert wird (150).
Bemerkenswerterweise wurde die Apoptose-Resistenz  von PMN unter
pathologischen Bedingungen vornehmlich mit schadlichen Wirkungen in
Verbindung gebracht, und es wurde gezeigt, dass eine starke Reduktion des PMN-
Zelltods mit einem erhdhten Risiko fur MOF und Sepsis bei schwer verletzten
Patienten verbunden ist (148). So Uberrascht es nicht, dass haufige Komplikationen
auf Intensivstationen durch PMN-gebundene Kollateralschaden, begleitet von
endothelialem Leckage und Organdysfunktion verursacht werden. Obwohl die
therapeutische Anwendung von Zytokinfiltern bei SIRS-Patienten erste positive
Effekte zeigte (Trager et al., 2016), sind die Serumfaktoren, die an der Regulation
der Apoptose von PMN beteiligt sind, nicht vollstandig identifiziert.

Mehrere Studien berichteten bereits Uber einen Zusammenhang zwischen stark
erhdhten AAT-Serumspiegeln und entzindlichen Erkrankungen wie rheumatoider
Arthritis, Vaskulitis, Karzinomatose, bakterieller Infektionen und SIRS (71, 114).

Hier wurde natives menschliches AAT (auch bekannt als Serpin A1) naher
beleuchtet, das den am  haufigsten  vorkommenden  zirkulierenden
Serinproteaseinhibitor im menschlichen Plasma darstellt und als kritischer Mediator

der intrinsischen PMN-Apoptose bei SIRS-Patienten gilt.

Das Ziel dieser Arbeit war es den bisher wenig erforschten molekularen Signalweg
der AAT-vermittelten intrinsischen Apoptose-Resistenz in PMN naher zu
charakterisieren. Es wurde der Einfluss von SIRS-Patientenserum mit stark
erhdhten AAT-Serumspiegeln und AAT-depletierten Serumspiegeln auf die
prozentuale Apoptoserate sowie die Regulation der AAT-vermittelten intrinsischen
Apoptose-Resistenz auf Gen- und Proteinexpressionsebene in PMN gesunder

Spender untersucht.
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AAT ist ein 52 kDa Glykoprotein, das hauptsachlich in der Leber synthetisiert wird
(114). Aber auch in extrahepatischen Geweben und Zellen, einschlieRlich PMN,
Monozyten und Makrophagen, Alveolarmakrophagen, Darmepithelzellen,
Mammakarzinomzellen und der Cornea wird AAT synthetisiert (57, 129, 151, 198,
207). AAT wird in den meisten Geweben und Korperflissigkeiten gefunden und ist
ein Akute-Phase-Protein, dessen Plasmakonzentration wahrend einer Entzindung,
Infektionen und malignen Erkrankungen 3-4 mal héher als normal (1,34 mg/ml)
ansteigen kann (89). Die Gewebekonzentrationen von AAT infolge lokaler Synthese
durch residente oder eingewanderte Entzindungszellen kdénnen sogar bis zu 11-
fach erhoht sein (17). Daruber hinaus wird eine erhohte AAT-Produktion und
Sekretion hauptsachlich durch proinflammatorische Zytokine wie IL-6, IL-1B und
TNF-a vermittelt, die die AAT-Expression unterschiedlich stark induzieren kdnnen
(213). In dieser Hinsicht wurde bereits gezeigt, dass humane Alveolarmakrophagen
als Reaktion auf die Zytokinstimulation und Monozyten in Folge bakterieller LPS-

Exposition zu den AAT-Spiegeln im Gewebe beitragen kénnen (8, 96).

Fur die Versuche der Studie wurde ein Serumpool von verschiedenen Patienten mit
SIRS des ersten p.o. Tages hergestellt. Die AAT-Konzentration betrug im Mittel
9,73 mg/ml und entsprach somit einer 7-fachen Erhdhung des physiologischen
AAT-Serumspiegels. Weder Populationsvarianzen noch praoperativer
Gesundheitszustand waren bekannt, was zu berlcksichtigen gilt, da sowohl Alter
als auch Geschlecht wichtige Kovariaten fur Serum-AAT sind und ein praoperativ
erhohtes AAT die Effekte vermutlich noch einmal verstarkt (169). Ebenso kdnnte
dies eine Erklarung fur die Standardabweichung von 2,3 mg/ml im SIRS-Patienten
Serumpool sein.

Die ermittelte AAT-Konzentration und die groRe interindividuelle Variabilitat
korreliert mit Untersuchungen der Arbeitsgruppe, in denen die AAT-Serumspiegel
von schwer verletzten Patienten mindestens bis zu den Tagen 10-11 nach
Aufnahme deutlich Uber den Kontrollwerten lagen (173). Hohere Ausgangswerte
hatten in den Experimenten vermutlich erreicht werden kdénnen, wenn der
Serumpool vom 5-6 p.o. Tag erstellt wurden ware, da Voruntersuchungen zeigten,
dass im p.o. Verlauf zu diesem Zeitpunkt die Maximalwerte erreicht wurden
(Sarabhai et al., 2017). Durch AAT-Depletion konnte die AAT-Konzentration auf

5,89 mg/ml im Mittel reduziert werden. Dies entspricht zwar einer Reduktion auf
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rund 60 % des Ausgangswertes, allerdings immer noch einer Erhéhung um das 4-
fache in Bezug auf physiologische AAT-Serumwerte. Es ist also anzunehmen, dass
die Effekte durch AAT-Depletion eine noch grélRere Relevanz haben als bereits in

den durchgefuhrten Versuchen gezeigt werden konnte.

In den Untersuchungen zur modulatorischen Wirkung des Serum-AATs auf das
PMN-Uberleben gesunder Spender, konnte die direkte Korrelation zwischen dem
AAT-Level im Serum und der PMN-Apoptose-Resistenz gegentber STS bewiesen
werden (Abb. 3.1). Dementsprechend untermauert dies die Ergebnisse von Paunel
et al. in denen bis mindestens zum 10. Tag nach schwerem Trauma eine STS-
Resistenz in PMN beobachtet wurde (149). In den AAT-depletierten Proben war die
prozentuale Apoptoserate, sowohl die konstitutive als auch die STS-induzierte
Apoptoserate der PMN am grof3ten. Durch Zugabe von nativen AAT (2 mg/ml) sollte
der Effekt der Immunprazipitation auf das Uberleben der PMN antagonisiert
werden. Auch wenn dabei die statistische Signifikanz nicht ganz erreicht wurde,
konnte dennoch eine Abnahme der STS-vermittelten Apoptose und damit eine
Zunahme der Unempfindlichkeit gegeniber STS durch den AAT-Anstieg
verzeichnet werden und erlaubt damit einen vorsichtigen Rickschluss auf die
serumvermittelten Effekte von AAT. Bei diesen Ergebnissen muss beachtet werden,
dass in der Immunprazipitation der AAT-Serumspiegel auf 60 % des
Ausgangswertes reduziert wurde, allerdings nach Zugabe von nativen Plasma-AAT
nur auf 81 % gehoben wurde, was den eingeschrankten antagonistischen Effekt
teilweise erklart. Aulierdem konnten die spater noch naher erlauterten Unterschiede
zwischen dem nativen aufgereinigten AAT und dem AAT im Patienten Serumpool
und sich daraus ergebende veranderte biologische Aktivitaten, weitere zu

bertcksichtigende Faktoren sein.

Die Frage ob das von PMN exprimierte AAT, das zirkulierende Serum-AAT oder
sogar beide obligatorisch fur die intrinsische Apoptose-Resistenz sind, konnte nicht
abschlieBend beantwortet werden. Jedoch demonstrieren die Ergebnisse zur
Korrelation der intrinsischen Apoptose-Resistenz und der AAT-Proteinexpression,
dass die antiapoptotische Wirkung des SIRS-Patientenserum auf PMN gesunder
Spender von einer intrinsischen Hochregulation der AAT-Proteinexpression
begleitet wird (Abb. 3.6). Obwohl die Mechanismen, die fur die Zunahme von AAT
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verantwortlich sind, kaum verstanden werden, zeigten bereits die Arbeiten von
Perlmutter und Knoell, dass humane PMN, neben Monozyten und
Alveolarmakrophagen die  Expression von AAT als Antwort auf
Entzindungsmediatoren wie IL-6, bakterielles LPS und als Reaktion auf AAT selbst
erhdhen (96, 152). Letzteres trifft sicher im verwendeten Serumpool zu, aber auch
der Einfluss von Entzindungsmediatoren kann unter SIRS-Bedingungen stark
angenommen werden, ohne dies naher untersucht zu haben. In welchem Ausmal}
das von PMN exprimierte AAT zum Gesamt-AAT-Serumspiegel beitragt und ob
PMN tatsachlich eine potentielle Quelle fur kritische Veranderungen des AAT-
Serumspiegels darstellen, kann aus diesen Ergebnissen nicht abgeleitet werden.

Damit Ubereinstimmend zeigten Clemmensen et al. in einer Studie zur Lokalisation
und Produktion von AAT in gesunden Spender-PMN, dass die in vitro-Stimulation
von humanen PMN mit inflammatorischen Serumfaktoren, wie G-CSF, die AAT-
Expression in diesen Zellen deutlich hochregulierte. Es wurde zusatzlich berichtet,
dass AAT, von dem bekannt ist, dass es in allen Granulasubtypen gespeichert ist,
nicht von den Zellen konstitutiv sezerniert wird, sondern eher durch Stimulation mit
N-Formyl-Methionyl-Leucyl-Phenylalanin  (fMLP; Signal zur Erkennung einer
bakteriellen Infektion) oder dem PKC-Aktivator Diacylglycerin-Strukturanalogon
Phorbol-12-Myristat-13-Acetat (PMA) (Clemmensen et al., 2011). Daher schliel3en
die in-vitro-Befunde dieser Studie, die eine AAT-Akkumulation in stimulierten PMN
zeigten (Abb. 3.7), die Moglichkeit nicht aus, dass sowohl zirkulierende als auch
Gewebe-PMN eine in vivo-Quelle fur extrazellulares AAT bei entzindlichen Insulten

darstellen.

AAT wurde ursprunglich als ein naturlich vorkommender zirkulierender
Serinproteaseinhibitor beschrieben, der primar die potentiell destruktive
proteolytische Aktivitat der Neutrophilen-Elastase hemmt, die PMN am Ort der
Entzindung sezernieren (178). Inzwischen ist es offensichtlich geworden, dass AAT
ein multifunktionelles Protein mit antiinflammatorischen, zytoprotektiven sowie
immunregulatorischen Eigenschaften ist, die Uber die Antiprotease-Rolle
hinausgehen. Zahlreiche Studien berichteten von Uberwiegend protektiven
Wirkungen der AAT-Erhohung unter Inflammation, einschliellich Regulation der
CD14-Expression und -Freisetzung in Monozyten sowie Hemmung der LPS-

vermittelten Monozyten-Aktivierung, Hemmung der TNF-a-Genexpression und in-
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vitro-Neutrophilenmigration (90, 142, 187, 188). Daruber hinaus steht die
antiinflammatorische und gewebeschutzende funktionelle Rolle von AAT teilweise
im Zusammenhang mit dessen Fahigkeit die zellulare Apoptose zu hemmen (153).
Im Allgemeinen scheint der Einfluss von AAT auf die apoptotischen Prozesse
jedoch vielfaltig zu sein. Auf der einen Seite konnte AAT die PMN-Apoptose durch
einen Weg induzieren, der endoplasmatischen Retikulumstress und TNF-a-
Signalisierung beinhaltet (Hurley et al., 2014). Auf der anderen Seite ist in der
Literatur zu finden, dass die antiapoptotische Wirkung von AAT auf der Hemmung
der Caspasenaktivitaten wie Caspase-1 und Caspase-3 beruht (153, 195). In dieser
Studie fuhrte die AAT-Depletion aus dem Serum zwar zur signifikanten Zunahme
der spontanen PMN-Apoptose jedoch bei unveranderter Caspasenaktivitat (Abb.
3.4). Im Gegensatz dazu, modulierte die Zugabe von nativen AAT zum depletierten
Serumpool nicht den spontanen apoptotischen Zelltod der PMN, was flir eine
veranderte biologische Aktivitat des Serum-AATs bei SIRS-Patienten spricht.

In der Tat ist bekannt, dass mehrere AAT-Isoformen existieren und dass es
Unterschiede zwischen dem AAT, welches von Hepatozyten und jenem, dass von
PMN in der Inflammation synthetisiert wird, gibt (35, 123). Obwohl die
zuruckliegenden experimentellen Befunde der Arbeitsgruppe und die Ergebnisse
dieser Arbeit eindeutig zeigen, dass PMN von SIRS-Patienten sowie PMN gesunder
Spender auf in-vitro-Serumstimulation AAT exprimieren, erklaren sie nicht, wie
dieses neu synthetisierte AAT zur Hemmung der Apoptose beitragt. Eine mogliche
Erklarung konnte sein, dass intrinsisches AAT der PMN wichtig fur eine langfristige
Aufrechterhaltung der Resistenz gegen Apoptoseinduktoren in Abwesenheit
verschiedener entzundlicher Faktoren ist. Diese Vermutung stimmt mit der
Tatsache Uberein, dass PMN von Traumapatienten mit SIRS eine Resistenz
gegenuber dem intrinsischen Apoptoseinduktor STS bei Kultivierung in serumfreiem
Kulturmedium beibehalten (150).

Die Hemmung der STS-ausgeldsten Apoptose durch AAT wurde zuvor schon von
anderen Autoren gezeigt. In dieser Hinsicht demonstrierten Petrache et al., dass
primare pulmonale Endothelzellen humanes AAT internalisieren, welches
kolokalisierte und die STS-induzierte Caspase-3-Aktivierung inhibierte. In zellfreien
Systemen inhibierte natives AAT die Interaktion zwischen der rekombinanten

aktiven Caspase-3 und ihrem spezifischen Substrat stark (153). Diese
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Beobachtungen konnten hier nicht bestatigt werden. Da die AAT-Immunodepletion
aus dem Patientenserum trotz verstarkter Apoptose nicht zu einer Hochregulierung
der Aktivitat von Caspase-3/-7 oder Caspase-9 nach STS-Behandlung fuhrte. Somit
scheint AAT nicht ausschliel3lich die Aktivierung der Caspasen zu beeinflussen. An
dieser Stelle muss noch einmal darauf hingewiesen werden, dass die AAT-
Depletion den AAT-Serumspiegel im SIRS-Patienten Serumpool nur reduzierte und
nicht komplett eliminierte und daher eine partielle inhibitorische Wirkung durch
Serum-AAT nicht auszuschlieBen ist. Dartuber hinaus kdnnten auch andere
Serumfaktoren im Patientenserum die Hemmung der Caspasenaktivitat in PMN
vermitteln. Unterstitzend kommt hinzu, dass in den weiteren Untersuchungen
gezeigt werden konnte, dass die AAT-vermittelte Hemmung der intrinsischen
Apoptose in PMN auch durch Caspase-unabhangige Signalwege bedingt werden

kann.

In dieser Hinsicht wurde bereits in der Literatur dariber berichtet, dass die
Expression von Mcl-1 entscheidend fir das Uberleben von PMN und die STS-
Resistenz ist (150). Daher stellte sich die Frage, ob AAT, ahnlich wie die gesamte
Serumfraktion von SIRS-Patienten, die STS-ausgeldste Apoptose durch Forderung
der Akt-Aktivierung und Verhinderung des Mcl-1-Abbaus verhindert. Tatsachlich
fuhrte die Senkung des Serum-AAT-Spiegels in den Experimenten zu einer
signifikanten Abnahme von pAkt und zu einem Anstieg der Mcl-1-Phosphorylierung,
was von einem erhohten Proteinumsatz sowie einer beschleunigten intrinsischen
und spontanen Apoptose begleitet wurde. (Abb. 3.1, 3.2a und 3.3). Diese
Beobachtungen erlauben die Annahme einer Schllsselrolle des PI3K/Akt-

Signalwegs fur die AAT-vermittelten antiapoptotischen Signalwege in PMN.

Keine regulatorischen Veranderungen durch Serum-AAT konnten bei der
Phosphorylierung der MAP-Kinase Erk1/2 gefunden werden, von der bekannt ist,
dass sie die Mcl-1-Proteinstabilisierung durch Phosphorylierung an Threonin-163
fordert. Bekraftigt werden diese Ergebnisse durch die Daten von Nifoussi et al., die
bei Untersuchungen zur Mcl-1-Stabilitdt als wichtige Determinante bei der
Arzneimittelresistenz in der Krebstherapie herausfanden, dass die Erk1/2-

Aktivierung den Mcl-1-Umsatz nur in Zellen reduziert, in denen der Mcl-1-Abbau
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nicht von der GSK-3-induzierten Phosphorylierung an Serin-159 und damit vom
Akt/GSK3-Signalweg abhangt (141).

Auf Grundlage dieser Ergebnisse kann man annehmen, dass eine starke PKC / Akt-
Aktivierung in humanen PMN wahrend einer akuten Entzindung, die teilweise
durch zirkulierendes Serum-AAT vermittelt wird, die Empfindlichkeit dieser Zellen
gegenuber PKC-Inhibitoren wie STS deutlich herabsetzt. Diese Hypothese wird
durch Untersuchungen von Kim et al. gestutzt, die der Frage nach den Signalwegen
der NADPH-Oxidase-Aktivierung in PMN nachgingen und dabei die PKC-vermittelte
Akt-Aktivierung in PMN zeigten (94). Tatsachlich scheint das proapoptotische STS
in Patientenserum kultivierten PMN einen gegenregulatorischen Uberlebensweg
auszulésen, begleitet von einer Erhohung der Akt-Aktivitdt und einer
Herabregulation apoptotischer Signalwege. Die Antwort auf die Frage, wie AAT
diesen Mechanismus in Anspruch nimmt, bleibt unklar. Die Erkenntnisse dieser
Arbeit zeigen, dass die Serumreduktion von AAT die Empfindlichkeit der Zellen
gegeniiber proapoptotischen Stimuli erhdhen konnte, was das Uberleben von PMN
bei systemischen Entzindungen, wie dem SIRS begrenzt und damit einen Beitrag
zur antiinflammatorischen Reaktion leistet. DarUber hinaus ist dies vermutlich die
erste Studie, die zeigen konnte, dass die antiapoptotischen Wirkungen von AAT

Mcl-1-Regulationswege einbetten.

Grundsatzlich ist noch festzuhalten, dass PMN als eher empfindliche und nur
schlecht kultivierbare Zellen des Immunsystems gelten, die allgemein anerkannt
sind als komplizierte Killer der mikrobiellen Infektion. In der Literatur wird in
zahlreichen Experimenten mit PMN von einer starken Abhangigkeit der Ergebnisse
vom Spender bzw. von dessen Immunstatus berichtet. Traumata und operative
Eingriffe an sich, sowie im Falle von Herzoperationen unter Einsatz der
Herzlungenmaschine bedeuten fur den Patienten akute Belastungen, die unter dem
starken Einfluss immunologischer Veranderungen stehen. Diese Veranderungen
betreffen insbesondere den Grad der Immunaktivierung und —deaktivierung bis hin
zur Immunparalyse und sind eng mit dem klinischen Verlauf in Form von
Organdysfunktionen und infektidsen Komplikationen vergesellschaftet. Hier wurde

durch die Verwendung von PMN aus Buffy Coats, unter der Annahme dass die
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Blutspende ausschliellich vollkommen gesunden Probanden vorbehalten ist,

versucht diese Form der Verzerrung von Ergebnissen zu minimieren.

Es ist ferner zu bedenken, dass die Isolation und Analyse zirkulierender PMN nicht
notwendigerweise Ruckschlisse auf das Verhalten von PMN im entzindeten
Gewebe zulasst. Das dort vorherrschende Milieu kdnnte das Apoptoseverhalten
von PMN noch starker beeinflussen. Aullerdem wurde in den letzten Jahren
gezeigt, dass PMN mit anderen Zellen des Immunsystems interagieren und
funktionell interferieren (191). Des Weiteren sind Patienten auf einer Intensivstation
unterschiedlichen Bedingungen in Form von verschiedenen operativen Eingriffen
und einer individuellen Pharmakotherapie ausgesetzt. So zeigten die Daten von
Hsing und Kollegen das insbesondere das viel genutzte Anasthetikum Propofol die
konstitutive Apoptose inhibiert Uber eine PI3-Kinase/Akt-vermittelte GSK-3-
Inaktivierung und Mcl-1-Stabilisierung (Hsing et al., 2015). Zusatzlich
verkomplizieren den Sachverhalt zwei kirzlich in der Nature verdffentlichte Studien,
die zeigen, dass durch tumorinduzierte Inflammation Veranderungen im Phanotyp
von PMN induziert werden die Zahl und Funktion der Zellen verandern (36, 56).
Ahnliche Beobachtungen machten Pillay et al. bei experimentell induzierter
systemischer Inflammation (161). Die gewonnenen AAT-vermittelten Erkenntnisse
auf das Verhalten der PMN missen also auch vor diesem Hintergrund betrachtet

werden.

Berucksichtigt man, dass AAT einen naturlichen zirkulierenden Inhibitor der
Neutrophilen-Elastase darstellt und der durch Gendefekt vererbte hereditare AAT-
Mangel zu den genannten Langzeitschaden an Lunge und Leber fihrt, mit zum Teil
drastischer Beeinflussung der Lebenserwartung dieser Patienten, die sich je nach
Auspragung und Mutation bereits in frGher Kindheit manifestieren, missen die Vor-
und Nachteile fur AAT-zielgerichtete Therapien rigoros bewertet werden (Kalsheker,
2009). Grundsatzlich erfillt AAT im Rahmen der Akute-Phase-Reaktion eine
antiinflammatorische Funktion, jedoch bewirkt die gesteigerte AAT-Konzentration
die gezeigten antiapoptotischen Wirkungen der PMN mit Verlangerung der
Zirkulationslebensdauer. Die klinisch resultierende Neutrophilie steht in Assoziation
mit dem postoperativen oder posttraumatischen SIRS gefolgt von einem maoglichen

MOF. Es ware also denkbar (ber die Modulation der AAT-Konzentration eine
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klinische Besserung bei Patienten mit SIRS zu erzielen, unter der Voraussetzung,
dass das Risiko und die Nebenwirkungen eines eventuell entstehenden
Ungleichgewichts zwischen Proteasen und Antiproteasen im menschlichen Korper,
im Rahmen einer solchen Therapie, abgeschatzt und beherrscht werden kénnen.

An dieser Stelle gilt es die Thematik intensiver zu untersuchen.

Daher waren weitere Studien erforderlich, die ein in-vivo-Trauma-Modell und
konditionale AAT-Knockout-Mause verwenden, um die Rolle von AAT in Bezug auf
die Pathogenese zu verstehen und damit einen Beitrag zum besseren
Allgemeinverstandnis der molekularen Pathophysiologie von
Entzindungsreaktionen zu leisten. Das Verstandnis der immunologischen
Grundlagen der zu Grunde liegenden Prozesse ist eine wichtige Voraussetzung fur
die Verbesserung von Diagnostik und Therapie. Langfristig konnten diese
Erkenntnisse eine Basis fur die Identifizierung neuer potentieller Targets zur

Limitierung der SIRS- und PMN-vermittelten Organschaden bilden.
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5 Zusammenfassung

Kardiochirurgische Eingriffe unter Einsatz der Herzlungenmaschine fihren
allgemein beim Patienten zu spezifischen endokrinen und immunologischen
Reaktionsmustern. Uber die verstarkte Sekretion proinflammatorischer Zytokine,
einer Aktivierung des Komplementsystems und verschiedener Immunzellen kann
dies zu einer Hyperinflammation mit der Entstehung eines SIRS flhren. Derartige
perioperative  Komplikationen sind mit einem erhdohten Risiko flr
Organdysfunktionen und zunehmender Morbiditat sowie Mortalitat in der
postoperativen Phase assoziiert und verursachen auf operativen Intensivstationen
jahrliche Kosten in Milliardenhdhe.

Vor allem die Anzahl und die Zirkulationsdauer der PMN kénnen im Rahmen dieser
inflammatorischen Immunantwort um ein Vielfaches ansteigen. Grunde dafur sind
eine verzogerte konstitutive Apoptose begleitet von einer Ubermalig starken
Abwehrreaktion der aktivierten PMN mit konsekutiver fortschreitender Schadigung
der endothelialen Funktionen bis hin zum lebensbedrohlichen MOF.

Dass die Verzdgerung der spontanen Apoptose peripherer PMN polytraumatisierten
Patienten mit der Hemmung des intrinsischen, mitochondrialen
Apoptosesignalweges einhergeht, die sich als Resistenz gegenuber des
Breitspektrumkinaseinhibitors STS prasentiert, konnte mehrfach durch die
Arbeitsgruppe belegt werden. Frihere Arbeiten deuteten zusatzlich darauf hin, dass
zirkulierende Serumfaktoren wahrend der Entzindung entscheidend an der
Unterdrickung des Zelltods von PMN beteiligt sind, obwohl die ldentitat dieser
antiapoptotischen Mediatoren schwer erfassbar sind. Vorversuche identifizierten
das Akute-Phase-Protein AAT als wirksamen Suppressor der STS-induzierten
Apoptose in humanen PMN.

Im Rahmen dieser Arbeit sollten daher die molekularen Mechanismen untersucht
werden, die an der Regulation der AAT-vermittelten verzogerten konstitutiven und
STS-induzierten intrinsischen Apoptose in PMN gesunder Spender nach in vitro
Stimulation mit einem Serumpool von SIRS-Patienten beteiligt sind. Es wurde
gezeigt, dass die Proteinmengen von AAT in PMN, nach SIRS-Patienten
Serumpool-Behandlung, deutlich erhdht sind. Die Mediatoren aus dem Serum

wurden hier nicht naher charakterisiert. Erhdhte AAT-Proteinmengen korrelierten
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mit einer Resistenz gegenuber des Apoptoseinduktors STS. Bemerkenswerterweise
erhohte die AAT-Depletion aus dem Serumpool der SIRS-Patienten die
Empfindlichkeit der PMN fur den STS-induzierten Zelltod. Weitere Untersuchungen
haben gezeigt, dass AAT die intrinsische Apoptose-Resistenz vermittelt, indem es
die PKC/Akt-Inaktivierung als Reaktion auf die STS-Behandlung verhindert. Die
anhaltende Akt-Aktivitat in PMN flhrte zu einer Hemmung der Mcl-1-
Phosphorylierung am Serin-159 und im Folgenden zur Hemmung des
Proteinabbaus im Proteasomen. Weitere im Rahmen dieser Arbeit untersuchten
Regulationswege, wie die MAP-Kinase Erk1/2 und die Aktivierung der Caspasen -3,
-7 und -9, wiesen keine AAT-abhangigen Regulationen auf.

Zusammenfassend stellen diese Ergebnisse eine neue zentrale Rolle des
zirkulierenden AATs bei der Vermittlung des Uberlebens durch Antagonisierung der
proapoptotischen Wirkung des PKC-Inhibitors STS dar. Sie tragen zum besseren
Verstandnis der Apoptose-regulierenden Mechanismen bei, die eine PMN-
Hyperaktivitat und unkontrollierte Immunantwort in Folge einer Operation oder eines
schweren Traumas auslésen. Aullerdem kdnnten diese Erkenntnisse eine Basis fur
die ldentifizierung neuer potentieller Targets zur Limitierung der SIRS- und PMN-
vermittelten Organschaden bilden und somit langfristig Diagnostik und Therapie

verbessern.
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